Modulación de la respuesta vascular al óxido nítrico por la hemoglobina y tioles de bajo peso molecular en la sepsis by Tejedor Mardomingo, Carmen
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 
FACULTAD DE FARMACIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
MODULACIÓN DE LA RESPUESTA VASCULAR AL ÓXIDO 
NÍTRICO POR LA HEMOGLOBINA Y TIOLES DE BAJO 
PESO MOLECULAR EN LA SEPSIS 
 
 
 
  
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 
Carmen Tejedor Mardomingo 
 
  
 
Bajo la dirección de los doctores 
José Ángel Lorente Balanza 
Elena Miravalles González 
 
 
 
Madrid, 1999 
 
 
 
ISBN: 84-669-2397-7    
 
y.,.
TESIS DOCTORAL
“MODULACIÓN DE LA RESPUESTA VASCULAR AL
ÓXIDO NÍTRICO POR LA HEMOGLOBINA Y TIOLES DE
BAJO PESO MOLECULAR EN LA SEPSIS.”
Carmen Tejedor Mardomingo
Madrid, 1999
D. JOSE ANGEL LORENTE BALANZA, FACULTATIVO ESPECIALISTA DEL
SERVICIO DE CUIDADOS INTENSIVOS DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
GETAFE, JUNTO CON DÑA. ELENA MIRAVALLES GONZLEZ, JEFE DE
SERVICIO DE BIOQUÍMICA CLINICA DE DICHO HOSPITAL
CERTIFICAN.
Que la Tesis Doctoral titulada “Modulación de la respuesta
vascular al óxido nítrico por la hemoglobina y tioles de bajo
peso molecular en la sepsis”, presentada por Dña. CARMEN
TEJEDOR MARDOMINGO para optar al titulo de Doctor en
Farmacia, constituye un trabajo original de investigación, que ha
sido realizado bajo nuestra dirección en la Unidad de
Investigación del Hospital Universitario de Getafe (Madrid).
En Madrid, diez de enero de mil novecientos noventa y nueve.
Fdo. JA. Lorente Balanza E. Miravalles González
.>., ,,. cAaÑtJ’J VEJD~s<R vtf3#~L%k(~JC-e
kt~ s.’: =n
~yA F9~Asuc&c
- LI ~-tOR(GOCZ $-t4kb~.=
‘4 . -2 —
o«WZ.
bí~Á$ LAdCaÉSUCJ#t
Este trabajo ha sido realizado en la Unidad de
Investigación del Hospital Universitario de
Getafe con la colaboración de los servicios de
Cuidados Intensivos, Bioquímica Clínica,
Cirugía General y Anatomía Patológica del
citado hospital.
Ha sido subvencionado
por ayudas FIS n0 98/0196.
Ihere is ocasions and causes, why and
wherefore in all things.
William Shaskespeare: Henry V y; 1599
A mis padres,
A Ernesto.
AGRADECIMiENTOS
Esta tesis doctoral no ha sido una labor individual; ha sido fruto del trabajo, los
conocimientos, la colaboración y el empeño de muchas personas. El desarrollo de un
proyecto tan plural como éste, ha requerido el esflierzo de muchos profesionales que
han colaborado en equipo, tanto desde el punto de vista científico, como técnico y
personal. El Dr. Delgado y el Dr. Tobalina del Servicio de Cirugía General del H.U. de
Getafe han llevado a cabo todos los procedimientos quirúrgicos y han participado
intensamente en tareas de diversa índole. El Dr. Mon, intensivista de la UCI del RU. de
Getafe y la Dra. Hervás, anestesista del H. Gregorio Marañón, han permitido el
desarrollo de este experimento al que han dedicado gran parte de su tiempo. La Dra.
Martin junto con la Dra. Fernández-Segoviano, Jefe de Servicio de Anatomía Patológica
del H.U de Getafe, han llevado a cabo el estudio histológico y gracias a su capacidad de
innovación y trabajo se han desarrollado nuevas técnicas. La labor del personal de
enfermería (Francisco Soto, Amelia Moscoso, Diego Ayuso y Javier Blázquez), que ha
contribuido con una dedicación admirable, ha sido clave para el éxito de este proyecto.
La aportación de la Dra. Gross, microbióloga del U.U de Getafe, ha sido un riguroso
trabajo que ha exigido de ella una gran constancia. El tiempo que he trabajado con todos
ellos será para mí, siempre un grato y entrañable recuerdo.
Gracias a la Dra. Miravalles, jefe del Servicio de Bioquímica Clínica y al Dr.
Esteban, jefe de la Unidad de Cuidados Intensivos del U.U. de Getafe por su
asesoramiento, colaboración y por haber puesto a mi disposición los medios necesarios
para el desarrollo de este proyecto.
Agradezco a todos mis compañeros del Servicio de Bioquímica Clínica (Dra. de
Paula, Dr. Rodríguez, Dr. Pascual, Dr. González etc.) la ayuda desinteresada que
siempre he recibido de ellos cuando la he necesitado.
Debo una mención especial al Dr. Lorente, investigador principal del proyecto,
director de esta tesis y amigo personal que ha estado a mi lado todo este tiempo. A él le
debo gran parte de lo que he aprendido durante este periodo y le agradezco
profundamente la confianza que ha depositado en mí.
Agradezco a Elena Villamañán la paciencia y comprensión que ha derrochado en
la convivencia conmigo durante la realización de este trabajo.
Por último, quiero dedicar esta tesis a Ernesto y a mis padres; ellos han sido el
verdadero motor personal que ha impulsado y alentado mi trabajo. Sin ellos no hubiera
sido posible.
CONTENIDOS
1. INTRODUCCION . 1
1. La “respuesta séptica”: ¿qué es el shock séptico? 2
2. Alteraciones liemodinámicas en la sepsis 5
2. 1 - Vasodilatación sistémica 5
2.2 - Efectos en la microcirculación. . . 7
- Fisiología y regulación del flujo esplácnico 8
2.3 - Alteraciones en la extracción tisular de oxigeno. . 9
3. Alteraciones bioquímicas en la sepsis 10
3.1 - Alteraciones en la glucolisis: hiperlactatemia. . . . 11
3.2.- Alteraciones en el metabolismo proteico 14
3.3.- Alteraciones en el metabolismo lipidico 15
3.4 - pHr indicador bioquímico de hipoperfinión. . . . 16
- Significado de la pCO2 tisular . 18
4. Óxido Nítrico 21
4.1-Biosíntesis del óxido nítrico 22
4.2 — Reactividad 23
4.3 - Metabolismo del NO . 24
5. Función del “NO” en los cambios inducidos por la sepsis 26
5.1 - El “NO” en el metabolismo oxidativo y daño celular séptico 26
- Mecanismo de la lesión mediada por NO: ONOQ 28
5.2 - Efectos hemodinámicos del NO en la sepsis 33
5.3 - El NO y la fisiopatología gastrointestinal de la sepsis 34
6. S-nitrosotioles . . 37
6.1 - Producción endógena de nitrosotioles 39
6.2 - Efectos fisiopatológicos de los RSNOs 40
6.3 - Mecanismo de acción. 42
6.4 — Los RSNOs como posibles responsables de la actividad del EDRE . 44
7. Efecto vasopresor de la Hb: interacción con NO y RSNOs 46
7.1 - ¿Por qué los hematíes no poseen el efecto vasopresor de la Hb9 51
- Efecto del glutation sobre la reactividad del NO 52
II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS . 56
59III. MATERIAL Y MÉTODOS 60
A Modelo de sepsis experimental.
B. Protocolo de estudio. 60
C. Monitorización 63
D. Fármacos utilizados. 64
E. Cálculos hemodinámicos 65
F. Preparación del inóculo bacteriano. 65
O. Técnicas hematológicas 68
F. Determianción de 5-nitrosotioles. . . 71
O. Determinación de nitratos y nitritos. . .. 76
H. Otras determinaciones bioquímicas. . . 81
Página
1. Aislamiento y purificación de Hb 84
J. Estudio inmunohistoquimico 84
K. Análisis estadístico. . 88
L. Modelo clínico de sepsis grave y shock séptico 89
IV. RESULTADOS 91
1. Efecto de la sepsis 92
1.1 Evolución hemodinámica de la sepsis 92
A) Frecuencia cardiaca 92
13) Presión arterial media 93
C) Presión arteria pulmonar 94
O> Índice cardiaco 95
E) Resistencia vascular sistémica 96
F) Flujo mesentérico 96
O) Flujo portal 97
U) Distribución del flujo mesentenco. . . . 98
1) Distribución del flujo portal 99
1) Resistencia vascular mesenterica 99
1.2- Cambios bioquímicos en la sepsis 101
A)pH . . . . 101
E) Lactato 101
C) Triglicéridos 102
O) Glucosa 103
E) Creatinina 104
E) Urato 104
O) Urea 105
U) Proteínas Totales 105
1) Albúmina. . .. 106
1) Bilirrubina total 106
1<) Bilirrubina directa 107
L) y-glutamiltransferasa 107
N) Lactatodeshidrogenasa 108
N) Aspartatoaminotransferasa 109
0) Fosfatasa alcalina 110
P) Fosfatemia. . . 110
03 Calcemia 111
R) lón Sodio.... 111
8) lón Cloruruo 112
T) LónPotasio 112
ti) Leucocitos 113
V) Indicadorbioquímico de hipoperfljsión: pCO~,-pCO2A 113
w) Pámetros indicadores de la producción de NO 114
- RSNOs 114
- Nitratos y nitritos 115
2. Efectos heniodinámicos de la hemoglobina 117
A) Acción de la Hb sobre la frecuencia cardiaca 117
E) Acción de la Hb sobre la presión arterial media 118
C) Acción de la lib sobre la presión en arteria pulmonar 118
O) Acción de la Hb sobre el índice cardiaco 119
E) Acción de la lib sobre la resistencia vascular sistémica 120
E) Acción de la lib sobre el flujo mesentérico 121
Acción de la Hb sobre
Acción de la Hb sobre
Acción de la lib sobre
dosis-respuesta de la
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
Efecto dosis-respuesta
A) Efecto
13) Efecto
c> Efecto
O) Efecto
E) Efecto
F) Efecto
O) Efecto
del GSH sobre la
del GSH sobre la
del GSH sobre la
del GSH sobre el
del GSH sobre la
del GSH sobre el
del GSH sobre el
la resistencia vascular mesentérica
el flujo portal
la redistribución de flujo
hemoglobina
sobre la
sobre la
sobre la
sobre el
sobre la
sobre el
sobre la
sobre el
sobre la
sobre la
frecuencia cardiaca
presión arterial media.
presión en la arteria pulmonar
índice cardiaco.
resistencia vascular
flujo mesentérico.
resistencia vascular
flujo portal
ratio Qmes/IC.
ratio Qp/IC.
sistémica
mesenterica....
121
122
123
125
125
126
127
127
128
129
129
130
131
131
132
presión arterial media
ftecuencia cardiaca
presión en la arteria pulmonar
índice cardiaco
resistencia vascular sistemíca.
Qmes
Qp.
GSH sobre la resistencia vascular mesentérica
GSH sobre la redistribución de flujo
H) Efecto del
1) Efecto del
5. Estudio histológico
1.- Estudio del intestino delgado.
A) Tinción hematoxilina-eosina
B) Estudio inmunohistoquimico: nitrotirosina.
2.- Estudio hepático
A) Tinción hematoxilina-eosina
13) Estudio inmunohistoquimico: nitrotirosina.
3.- Estudio renal.
A) Tinción hematoxilina-eosina
13) Estudio inmunohistoquimico: nitrotirosina.
4.- Estudio pulmonar
Sepsis humana
V. ANEXO ESTADÍSTICO
VI. DISCUSIÓN
Crítica
lEí
1.
al método
diseño experimental no es adecuado.
1 Sepsis porcina
A) ¿Por qué esta especie animal?
U) ¿Existen variables de confusión en nuestro modelo?
C) ¿Es apropiado el estímulo séptico empleado9
1.2 Sepsis humana
2. No son válidos los parámetros estimadores de la síntesis de NO.
3. La nitrotirosina como bioindicador de la lesión mediada por ONOOL
4. No se ha considerado qué factores influyen en los efectos de la lib.
5. ¿Puede al GSH modular la unión Hb-NO9
6. El análisis estadístico no es aplicable a este modelo
133
133
134
134
135
136
137
139
141
143
143
143
144
149
149
150
150
150
1.50
151
152
154
206
207
207
207
208
208
210
211
211
213
215
217
218
G)
U)
1)
3. Efecto
A)
U)
C)
D)
E)
F)
O)
H)
1)
J)
4. Efecto hemodinámicos del GSH.
Discusión de Resultados . . . 221
1. Cambios producidos por la sepsis . . 221
1.1 Cambios hemodinámicos. 221
1.2 Alteraciones bioquímicas y hematológicas. . . . 225
1.3 Expresión inmunohistoquimíca de daño mediado por ONOOI . . 230
2. Efectos de la hemoglobina. . . . . ... . 235
3. Acciones sistémicas 235
3.1 Efectos hemodinámicos regionales 237
3.2 la lib provoca lesión por peroxinitritos en animales control 240
4. Efectos vasculares del OSP.. 244
4.1 El GSH y las reacciones de transnitrosación con Hb. . . . . 244
4.2 Efecto del GSH en animales no tratados con Hb . 249
VII. CONCLUSIONES 254
VIII. BIBLIOGRAFÍA 256
ABREVIATURAS
• AOL ácidos grasos libres.
• ALT alanina aminotransferasa.
• AST. aspartato aminotransferasa.
• BT. bilírrubina total.
• BO bílxrrubma directa
• BI-L: tetrahidrobioptenna
• CisNO: nitrosocisteína.
• 002: Demanda sistémica de oxígeno.
• EDRF: factor relajador derivado del endotelio.
• eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial.
• ERO especies reactivas de oxigeno.
• Fig figura
• y-GT. ganana gjutamil transferas.
• OC: gasto cardiaco
• OK. glucoquinasa.
• OPO glicerolfosfatoaxidasa
• OSH glutation reducido.
• GSSG glutation oxidado.
• OSNO S-n¡trosoglutation.
• O-6PDH: glucosa 6-fos&todeshidrogenasa.
• FAD: flavínadenin dinucícótido.
• FMTN: flavinmononucleótido.
H202. peróxido de hidrógeno.
• lib: hemoglobina.
• HKhexoquinasa.
• IC: índice cardiaco.
• ¡CF msulin-Iike growth.
• iNOS: óxido nítrico sintasa inducible.
• L/P cociente lactato/piruvato.
• LDH: ¡adato deshidrogenasa.
• M-NO aductos nitrosilo con metales de
transición
• MDH: malatodeshidrogenasa.
• MetHb: metahemoglobina.
• nNOS óxido nítrico sintasa neuornal.
• NO óxido nítrico.
• N0: óxido nítrico radical libre.
• NO
4 ión nítrosonium.
• 0 : anión nitroxilo.
• NO
2 dióxido de nitrógeno.
• NOJ nitntos.
• N03 nitratos.
• NOHb nitrosohemoglobina.
• NOS: óxido nítrico sintasa.
• 02 - anión superóxido.
• 0W radical hidroxilo.
• ONOOk peroxinitritos.
• PAN!: presión arterial media.
• PAR5. po]> (ADP-ribosa)-sintetasa
PAF factor activador de plaquetas
• PDN píruvato deshidrogenasa.
• PCO2~ presión parcial de CO2
rntralumrnal.
• ph: pH intraniucoso
• Qp»flujoportal.
• Qm: flujo niesénterico.
• MS. Respuesta inflamatoria sistémica.
• RSNOs: nitrosotioles o tionitritos.
• RSNOs-BPM: nitrosotioles de bajopeso
molecular.
• RVM: resistencia vascularmesentérica
• RVS: resistencia vascular sistémica.
• -SN: grupo tiol.
• TAO: triacilglicerol.
• TO. trglicéridos.
• TNF-a: actor de necrosis tumoral.
• SaO2: saturación arterial de oxígeno.
• SvO2: saturación venosa de oxígeno.
• SOMO: síndrome de disftínción
multiorgáníco.
• 500: superóxidodismutasa.
• V02: consumo de oxigeno.
• VLDL: lipopmteinas de muy baja
densidad.
INTRODUCCIÓN
Este trabajo está destinado a estudiar los mecanismos que contribuyen a
los cambios cardiovasculares en la sepsis y la modulación de estos efectos por la
hemoglobina (Hb) y el glutation (GSH). Para introducir este tema es conveniente
tratar los siguientes puntos:
1. Qué se entiende actualmente por sepsis y shock séptico.
2. Cuál es el perfil hemodináinico y cardiovascular característico de la
sepsis.
3. En qué consisten los cambios bioquímicos de la sepsis.
4. Cuál es el papel que se atribuye al óxido nítrico (NO) en las
alteraciones hemodinámicas de la sepsis y la función biológica de los
mtrosotioles (RSNOs) como producto relacionado.
5. La lib como captador de NO y su repercusión hemodinámica.
6. El 0511 como molécula potencialmente influyente en el metabolismo del
NO intraeritrocitario
INTRODUCCIÓN
1. LA “RESPUESTA SÉPTICA”. ¿QUÉ ES EL SHOCK SEPTICO
?
La sepsis y el síndrome de disflinción multiorgánica (SDMO) son un fenómeno
clínico de extraordinaria relevancia en las unidades de cuidados intensivos; se estima
que causan el 60% de la muertes producidas en dichas unidades”2. A pesar de su
repercusión, no está aún dilucidada íntegramente la patología precisa que contribuye al
desarrollo de este estado y la terapia hemodinámica actual resulta insuficiente.
Para abordar el problema, es imprescindible el establecimiento de un diagnóstico
preciso. En 1991, la “American College of Chest Physicians” junto con la “Society of
3Critical Care Medicine” definieron los siguientes conceptos
• infección: fenómeno microbiano caracterizado por la invasión de
microorganismos o sus toxinas en tejidos normales estériles.
• ~4~:Respuesta inflamatoria sistémica (RIS) provocada por una infección.
Los signos clínicos de la sepsis revelan desde el punto de vista bioquímico la
liberación de diversos mediadores inflamatorios.
• Shock séptico: Sepsis con hipotensión (presión sistólica < 90 mmHg o una
reducción de 40 mmiHg con respecto a la basal) a pesar de una resucitación
adecuada junto con disflinción de órganos y signos de hipoperifisión en
ausencia de otras causas conocidas que puedan generar dichas anomalías.
• Síndrome de disfunción mulwiorrónica: Presencia de alteración orgánica
aguda, de tal forma que la homeostasis no pueda ser mantenida sin
intervención. En un principio el SDMO es el resultado directo de una
agresión, aunque secundariamente este síndrome se desarrolla como
consecuencia de la respuesta del huésped en un contexto de RIS.
• Síndrome de resvuesta de inflamación sistémica (SRIS): respuesta de
inflamación sistémica de iguales características que la séptica (taquicaridia,
hipotensión etc.) sin que exista proceso infeccioso.
2
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La causa inmediata más frecuente de muerte de los enfermos con sepsis o SRIS
es la hipotensión refractaria a tratamiento a pesar de dosis progresivamente crecientes
de agentes presores.
Numerosos estudios han sugerido que la disfbnción celular y orgánica junto con
el fallo multiorgánico tienen lugar en la presentación inicial de la sepsis5’6’1’8’9.EI
fracaso niultiorgánico es considerado como un síndrome debido a que son numerosas
las causas que pueden originar su desarrollo a través de una patogénesís común. Cuando
se propuso el SDMO como entidad clínica definida, parecía claro que la infección y la
respuesta del organismo a la infección eran la causa de este síndromeíO. Los estudios
iniciales sobre el SDMO indicaron que esta entidad aparecía frecuentemente tras una
infección oculta, más comúnmente en la cavidad peritonealíli2~~3. Fry y colaboradores.
demostraron que más deI 90% de los pacientes con fracaso multiorgánico de dos o más
órganos presentaban un foco oculto de infección14. En otros estudios, se propuso que el
fracaso multiorgánico no explicado en un enfermo quirúrgico era un signo fiable de la
existencia de una infección oculta15’16. Posteriormente se ha demostrado que la infección
no es necesaria ni suficiente para el desarrollo de este síndrome. La infección no sólo no
es la causa más frecuente de fracaso multiorgánico’7”8, sino que el tratamiento
19
antibiótico es insuficiente para prevenir o controlar el curso de este síndrome
Las manifestaciones clínicas de la sepsis (fiebre, leucocitosís, estado
hipercatabólico, circulación hiperdinámica) parecen estar causadas por mediadores
inflamatorios que son liberados tras la interacción de los microorganismos con las
El DIAGNOSTICO DE SEPSIS debe considerarse cuando, se cumplen al menos
dos de los siguientes criterios diagnósticos3’4
1. Temperatura> 380C o <360C.
2. Frecuencia cardiaca> 90 latidos/mm.
3. Frecuencia respiratoria> a 20 inspiraciones/mm ó pCO2 arterial
<de 32 mm Hg.
4. Recuento leucocitario> 12000 leucocitoslgL ó <4000 leucocitos/pI.
3
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células del huésped y la respuesta del organismo es independiente del estímulo. Esta
respuesta, “respuesta séptica’, puede desencadenarse ante germenes gramnegativos,
gérmenes grampositivos, virus, hongos o por infUsión experimental de diversos
mediadores inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral20, interleukina-12’
23interleukina-222 y factor activador de las plaquetas ; así como por insultos no
infecciosos (trauma, cirugía, hemorragia, pancreatitis...). La administración de estos
mediadores reproduce los cambios hemodinámicos característicos de la sepsis así como
la disfunción de otros órganos remotos similar a la observada en pacientes con fracaso
multiorgánico. La diversidad de la naturaleza química de estos mediadores y de los
estímulos que inducen su liberación han ¡levado al concepto de que el fracaso
multiorgánico es una vía final común de respuesta del organismo ante diversos tipos de
estímulos24.
Por tanto, el fracaso multiorgánico no es un signo de una infección
descontrolada sino de una “sepsis descontrolada”. El SDMO es la expresión de una
respuesta inflamatoria inapropiada y generalizada ante un estímulo severo, el cual puede
ser o no de origen bacteriano2. Muchas de las cuestiones relacionadas con este síndrome
están aún por desarrollar; como la selección de parámetros clínicos y bioquímicos
óptimos para caracterizar la evolución de la sepsis, el conocimiento profundo de la
fisiopatología vascular etc. Las alteraciones hemodinámicas y bioquímicas que se
producen en la sepsis están muy relacionadas con el objetivo del presente estudio.
4
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2. ALTERACIONES HEMODINAMICAS EN LA SEPSIS
El perfil hemodinámico que caracteria a la sepsis se conoce desde hace varios
años. La primera descripción razonada de la hiporeactividad vascular debida a la
administración de endotoxina en mamíferos fijé realizada por Gilbert en 196025. Sin
embargo, a pesar del tiempo transcurrido, no se conocen los mecanismos por los que se
produce.
Perfil hemodintimico caracterhtico de la senszs
:
• Cambios cardiovasculares caracterizados por una vasodilatación sistémica,
• Anormal regulación de la microcirculación que conduce a una relación patológica
entre el transporte y consumo de oxigeno;
• Disminución de la respuesta vasoconstrictora.
2.1) VASODILATACIÓN SISTÉMJCA
El shock séptico se caracteriza por hipotensión y descenso de ¡a reactividad a
agentes vasoconstrictores26’27. Aunque una revisión de la literatura no permite obtener
conclusiones definitivas sobre si la sepsis experimental induce una disminución o un
aumento de la respuesta vascular98 la experiencia clínica indica que los enfermos con
sepsis presentan una disminución de la respuesta presora a agentes vasoactivos. De
hecho, la causa más común de fallecimiento de los enfermos con sepsis no está
relacionada con el motivo que originó su ingreso ni con la hipoxemia resultante del
fracaso respiratorio, sino con la hipotensión refractaria a dosis progresivamente
crecientes de agentes vasoconstrictores. Descripciones ya antiguas indican que los
agentes presores administrados a enfermos con sepsis no producen los mismos efectos
que en sujetos normales29.
La importancia clínica de este problema viene ilustrada por la relación que existe
entre la disminución de la resistencia vascular y el pronóstico de estos pacientes30. En
un estudio reciente, nuestro grupo ha analizado la respuesta cardiovascular y de las
variables de transporte de oxígeno, a la infusión intravenosa continua de dobutamina en
5
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un grupo de enfermos con síndrome de distress respiratorio del adulto de origen
séptico31. La hipótesis era que los enfermos que subsiguientemente fallecieran
presentarían probablemente una situación hemodinámica más deteriorada que los
supervivientes. En contra de lo esperado, observamos que ningún parámetro
hemodinámíco diferenciaba ambos grupos. Sin embargo, sí existían diferencias
significativas en su respuesta a la dobutamina. Ambos grupos presentaron aumentos en
el gasto cardiaco y en el transporte y consumo de oxígeno. La recta de regresión lineal
que une los puntos del diagrama transporte/consumo de oxígeno muestra una
correlación significativa para ambos grupos, pero los supervivientes presentaban una
pendiente mayor, indicando que la capacidad de utilizar el oxígeno ofertado era mayor
en los supervivientes que en los que iban a fallecer. Por otro lado, la disminución de la
resistencia vascular durante la infUsión de dobutainina era mayor en el grupo de
fallecidos. Este interesante hallazgo sugiere que los que fallecen presentan una menor
capacidad de mantener el tono vascular ante una intervención farmacológica de
naturaleza vasodilatadora.
Los mecanismos que conducen a la pobre respuesta vascular vasoconstrictora no
son aún bien conocidos32’33’34. Se ha propuesto que la endotoxina o varias citokinas
serían responsables de esta hiporespuesta vascula¡?5’36. Otros mecanismos implicados
podrían ser un aumento de la liberación de metabolitos de la ciclooxigenasa o una
disminución de la disponibilidad de calcio en el aparato contráctil de la pared
vascular37’38. La contracción vascular inducida por potasio también está disminuida en la
sepsis, lo que sugiere que otros mecanismos además de los que afectan a la activación
de los receptores alfa adrenérgicos están implicadost
No sólo ¡a respuesta a fármacos vasconstrictores está disminuida en la sepsis,
sino también la respuesta a agentes vasodilatadores dependientes del endotelio4t’42. Este
fenómeno puede deberse a una disminución en la producción de NO o a una alteración
en los mecanismos de transducción para la acción de los vasodilatadores dependientes
del endotelio. En este sentido, se sabe que la liberación del factor relajador derivado del
endotelio (EDRE) está disminuida en vasos procedentes de ratas tratadas con
endotoxina43 y en vasos tratados directamente con endotoxinaM o interleukina- í45 La
ausencia de vasodilatación dependiente del endotelio en la sepsis podría dar lugar a
áreas de vasoconstricción e hipoxia tisular, incluso en el contexto de una situación
6
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caracterizada predominantemente por una vasodilatación sistémica. De hecho, se ha
descrito en la sepsis un aumento de la concentración de varios agentes
vasoconstrictores, como la endotelina o el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas46’47’48.
Por lo tanto, parece que existe una interacción entre sustancias vasoconstrictoras
y vasodilatadoras que conduce a un perfil cardiovascular complejo en el que la
vasodilatación sistémica coexiste con vasoconstricción regional e hipoxia tisular.
2.2) EFECTOS en la MICROCIRCULACIÓN
La microcirculación sufre alteraciones profUndas en el shock séptico. Los
cambios que se producen incluyen vasoconstricción arteriolar y enlentecimiento del
flujo capilar debido al descenso de la presión de perfUsión resultante de la disminución
de la presión sistémica49. Este hecho va acompañado del desvio de fluido sanguíneo de
los canales arteriovenosos, implicando que importantes áreas de intercambio capilar
queden deficientemente perfUndidas. El descenso del flujo capilar durante el shock
produce como consecuencia un estado de hipoperflisión debido a:
• Descenso de la presión de perfUsión49.
50
• Coagulación intravascular diseminada
• Disminución de la deformabilidad de leucocitos y 51,52~ La
conservación de la deformabilidad eritrocitaria es fUndamental en el
mantenimiento de una adecuada perfUsión. Cuando dicha deformabilidad
disminuye, el tiempo de tránsito capilar aumenta potenciando el bloqueo
del flujo capilar. Las causas que la provocan incluyen acidosis,
hipotermia y la presencia de leucocitos51.
• Constricción arteriolar53.
• Presencia de fragmentos circulantes obstructivos, incluida la Hbt
Además de su efecto obstructivo, la capacidad de la Hb como captador de
NO puede contribuir también al fallo microcirculatorio.
.7
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• Aumento de la adherencia celular a membranas epiteliales de capilares
venulares, generando un incremento de la resistencia al flujo.
• Pérdida de fluido a través de un intercambio transcapilar anormal54, que
origina transferencia de fluidos del compartimento intravascular al
extravascular produciendo un descenso progresivo de! gasto cardiaco.
• Cambios diferenciales en la resistencia vascular de distintos lechos
vasculares (ejemplo: músculo ftente a intestino)55.
• Relativa ausencia de control neurohumoral en los pequeños segmentos
vasculares de la circulación56.
Durante el shock séptico, la fUnción normal de las células endoteliales
(modulación del tono vascular, el flujo sanguíneo local, la pérdida de fluidos y proteínas
plasmáticas en los tejidos, la acumulación y extravasación de leucocitos en los tejidos y
la influencia de la activación leucocitaria) están alteradas, contribuyendo a la disfunción
vascular y posiblemente al SDMO asociados a la sepsis.
Fisiología y repulacián del flujo esDíácnico
Los órganos esplácnicos (hígado, estómago, intestino delgado, bazo y páncreas)
reciben un aporte sanguíneo cuya fisiología es enormemente compleja y constituye la
más amplia de las circulaciones regionales. Se estima que en condiciones basales
contiene el 20-25% del volúmen saguineo sistémico (1500 mL/mm) y recibe
aproximadamente el 25% del gasto cardiaco57. Los factores que influyen en su
regulación son muy diversos: neuronales58, humorales (angiotensina II y vasopresina
causan un efecto vasoconstrictor esplácnico y otros mediadores como adenosina y
prostaglandina E, causan vasodilatación59’60) y factores de control local.
El NO, junto con otros mediadores vasoactivos, aparece como un factor
regulador esencial. La fuentes productoras de NO en estos órganos incluyen el epitelio
intestinal, musculatura lisa, plexos nerviosos y leucocitos incluyendo íos infiltrados. En
situación basal, la perfusión de la mucosa es controlada por el NO derivado del
endotelio del lecho vascular mesentérico. El NO puede actuar como protector de la
mucosa inhibiendo el acúmulo de neutrófilos mediante “down-regulation” de la
8
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expresión de moléculas de adhesión leucocitaria CDl 1/CD18 en la superficie de la
membrana61. El NO estabiliza los mastocitos intestinales, previniendo la liberación de
mediadores inflamatorios61.
2.3) ALTERACION en la EXTRACCIóN TISULAR de OXIGENO
La tercera alteración cardiovascular en la sepsis relacionada con los mecanismos de
regulación del tono vascular es el desequilibrio que se produce entre el transporte y
consumo de oxígeno. Esta anomalía se produce por la alteración de los mecanismos de
regulación de la microcirculación que penniten acoplar adecuadamente la extracción y
el transporte de oxígeno.
La relación normal entre el transporte y el consumo de oxigeno es bifásica. El
consumo de oxígeno es independiente del transporte para valores de transporte por
encima del conocido como critico. El valor critico del transporte de oxígeno es aquel
por debajo del cual el consumo ya no se mantiene constante y comienza a disminuir.
Para valores de transporte de oxígeno mayores del critico, cambios compensatorios en
el flujo regional y en la extracción tisular de oxígeno permiten que se mantenga
constante el consumo de oxígeno aunque el transporte oscile en amplios rangos. Sin
embargo, cuando el transpone de oxígeno disminuye excesivamente, los mecanismos de
compensación quedan agotados y el consumo de oxigeno no puede seguir
manteniéndose: se hace “dependiente” del transporte. En este rango, cambios en el
transporte son seguidos por cambios paralelos en el consumo de oxigeno, y aparece
acidosis láctica y disfunción celular63’64.
La relación entre el consumo y el transporte de oxígeno en enfermos con sepsis es
anormal: el consumo de oxígeno cambia cuando se producen cambios en el transporte,
• 6566
aún para valores de transporte de oxígeno por encima del valor cntíco ‘ . Este hecho
sugiere que existe una incapacidad del sistema cardiovascular para satisfacer las
tidemandas tisulares de oxigeno~~ y es compatible con la existencia de una alteración en
9
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la regulación de la microcirculación. Rashkin y cols (1986)67 relacionaron la muerte con
la presencia de valores bajos de transporte de oxígeno y elevaciones del lactato en
sangre. En base a estos y otros hallazgos, se ha propuesto que una disregulación de los
procesos circulatorios que gobiernan la disponibilidad de oxígeno a nivel tisular lleva a
la disflinción de los órganos en la sepsis 6s,69~
Lorente70 y colaboradores llegaron a conclusiones similares a las de Powers y
Danek en un estudio comparativo de los efectos de la dobutamina con los de la
transfusión de sangre (dos formas diferentes de aumentar el transporte de oxigeno),
indicando además que el consumo de oxigeno depende más del gasto cardíaco que del
valor global de transporte de oxigeno.
La opinión de muchos autores es que la relación entre el transporte y consumo de
oxígeno, al menos en algunos modelos sépticos> es anormal. Este fenómeno es otra
prueba que sugiere que la regulación del tono vascular en la sepsis anormal71.
3. ALTERACIONES BIOQUÍMICAS EN LA SEPSIS
En el shock séptico, además de las alteraciones hemodínamicas, acontecen
importantes anormalidades metabólicas entre las que destacan el incremento de la
concentración plasmática de lactato, la acidosis metabólica, la potenciación de la vía
glucolítica y un anormal balance del aporte de oxigeno respecto a su demanda tisular.
Han sido numerosas las teorías que han tratado de dilucidar los mecanismos implicados
y a pesar de esta aparente diversidad, todas las hipótesis podrían agrupase en tomo a dos
enfoques fundamentales:
1-Los cambios se deben a la hipoxia celular resultante del descenso del
flujo microcirculatorio que se produce en la sepsis.
2-Las lesiones se producen por daño tisular directo, provocando defectos
en la producción energética celular.
‘o
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Recientemente, gracias al desarrollo de nuevas tecnologías como la resonanacia
magnética nuclear, se han podido realizar estudios metabólicos más exahustivos que
sugieren que ninguna de las dos causas justifican en su totalidad los cambios
72
bioquímicos que se producen
3.1) IIIPERLACTATEMIA
Desde el punto de vista metabólico, una de las caracteristicas fundamentales de
la sepsis es la acidosis láctica73. Kreisberg74 definió la existencia de acidosis láctica
como el incremento de la concentración plasmática de lactato superando los valores de
4-5mmolIL asociados a un descenso simultáneo del pH arterial y de las concentraciones
de bicarbonato plasmático. La acidosis láctica puede desarrollarse durante el shock
séptico por perfusión celular insuficiente; ya que si el aporte de oxigeno es inadecuado
se incrementa la producción anaerobia de ATP mediante potenciación de la glucolisis
anaerobia:
Glucosa + 2ADP + 2P
1 —> 2 Lactato + 2ATP + 2H20
El lactato no es responsable en sí mismo de la acidosis; ésta se produce por
hidrólisis continua de ATP: ATP + H20 —> ADP+ P~ + it, lo que implica liberación
de hidrogeniones (H±)(Fig 1-1). Por lo tanto, es posible un aumento de las
concentraciones plasmáticas de lactato sin que se produzca acidemia. Durante la
hipoxia celular, al potenciarse la vía glucolítica, se produce un incremento en la
producción de piruvato, junto con hidrólisis de ATP y el consiguiente incremento de
H+. Este aumento de 11~ desplaza el equilibrio lactato-piruvato hacia la formación de
lactato, originándose un incremento del cociente lactato/piruvato (L/P) por enzima del
72,75
valor considerado como normal (10:1)
11
INTRODUCCIÓN
&ucous,s
glucosa
1alanina
Y
LDH PFK
CTATO piruvata
NAD NAD14H 4
PDN PDN(insoaval (aetnJ
Ac GRASOS
LIBRES
CITOPLASMA
glucó~.no
Y
Acetil OcA
~1
DE
KREBS
Co2
K
1~~
1
pi
1
AOP AIkP
Lr—
miofibrilla
.1.
Y t
H~Pi MW
FOSrORILACICN
OXIDAT IVA
NADH
A
1~
MF’ + -k#ADP H
y.
Cr POr
4
ATP~¿V4DP.H
1
ATP
A
y.
-9
Á
MITOCONDRIA
Fío 1-1. MetabolIsmo alucidico en la seosís. Relación entra la glucolisis. la fosforilación oxidativa y el transporte de ATP de la
mitocondris al citoplasma: La hipoS celular potencia la vía glucolitica junto con la hidrólisis de ATP, lo que implica incremento de
1-1 que favorece la formación de lactato.
Por todo ello, la concentración elevada de lactato en sangre se ha utilizado con
frecuencia como indicador de isquemia celular. Sin embargo, el lactato no parece ser un
marcador específico de hipoxia. Durante la sepsis, se han hallado incrementos en las
concentraciones de piruvato de forma concomitante a las de lactato, lo que origina una
7677
relación L¡P invariable ‘ . Esto contrasta con la existencia de hipoxia e implica que
existen otros procesos desencadenantes de la formación de lactato en presencia de
oxígeno.
En efecto, es conocido que la célula es capaz de producir lactato por
determinados mecanismos aún cuando el aporte de oxígeno es el adecuado. En el
desarrollo del proceso séptico parecen tener lugar algunos de estos procesos:
1-Incremento de la exuresión de la forma inactiva de uiruvatodeshidrogenasa (PDH)
.
Se han encontrado incrementos importantes de la forma inactiva de PDH en
78,79,80
procesos de inducción de sepsis (ver figura 1-1) . Esto implica limitación en la
oxidación de glucosa por déficit en la metabolización de piruvato. Sin embargo, la
administración de dicloroacetato, un promotor de la forma activa de PDH, conlíeva tan
12
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solo una reversión parcial de la acidosis láctica que tiene lugar en los procesos sépticos,
81
lo que sugiere la existencia de otra regulación adicional
2-Degradación proteica
.
Durante la sepsis se produce un importante recambio proteico incrementando la
formación de piruvato. El piruvato generado puede ser transformado en lactato sin que
82
exista cambio en la relación L/P . Es muy probable que la degradación proteica sea
resposable de una fracción considerable de la generación de lactato durante la sepsis.
De hecho, la células del músculo esquelético, donde fundamentalmente se produce la
degradación proteica, contribuyen en un 40% al metabolismo global del lactatj.
3-Actividad del enzima sodio.potasio-adenosíntrifosfatasa (Nat K+~ ATP-asa~
Todavía hay un gran desconocimiento acerca de la relación existente entre la
glucolisis aerobia y el transporte sodio-potasio. El descenso del potencial de membrana
84, 85, 86
durante la sepsis ha sido descrito en numerosos modelos sépticos . Este fallo en el
87
potencial de membrana parece relacionarse con la producción muscular de lactato . Es
posible que el incremento de la actividad Na+, K+~ATP~asa88 que se observa en la
sepsis esté relacionado con alteraciones electrolíticas que aumentan el consumo de ATP
y potencian la vía glucolitica con el consiguiente aumento de la producción de
83,89,90
lactato
Existen otros factores como el descenso del aclaramiento de lactato que podrían
contribuir al incremento de su concentración plasmática. Esta circunstancia puede
producirse en algunos enfermos críticos con dishinciones hepáticas o renales. Sin
embargo, exceptuando estos casos, durante la sepsis se produce un incremento del
aclaramiento plasmático de lactato, tanto por oxidación como por la formación de
91
glucosa en el hígado (ciclo de Cori)
Otro mediador que parece estar relacionado con el metabolismo glucídico de la
sepsis es el óxido nítrico. Se ha implicado al NO en la inhibición de la respiración
13
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92
mitocondrial mediante bloqueo de enzimas que contienen hierro en su estructura como
aconitasa, NADPH: ubiquinona-oxidoreductasa y succinato: ubiquinona-óxido-
reductasa. Adicionalmente, el NO es capaz de inhibir el enzima glucolitico
gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa por ADP-ribosilacón o por 5-nitrosilación del
9394
sitio activo -tiol . La inhibición de la glucolisis, la cadena respiratoria y el ciclo del
ácido tricarboxilico deterioran los mecanismos de aporte energético celular
contribuyendo a la acción citotóxica del NO.
Estos hechos ponen de manifiesto que durante la sepsis es posible la producción
de lactato sin que necesariamente ímplíque hipoxia tísular. Por ello, es importante tener
en cuenta las siguientes consideraciones para la valoración de la hiperlactatemia séptica:
• El incremento de lactato como indicador de hipoxia celular carece de
especificidad. En numerosos estudios se ha comprobado que aumenta el nivel de
72lactato en ausencia de otros signos de hipoxia tisular
• No es un parámetro muy sensible, puesto que una importante proporción de
pacientes sépticos con signos de shock circulatorio no presentan incrementos de
25lactato por encima de la normalidad
• La hiperlactatemia debe ser valorada junto con otros parámetros como el
descenso del pH arterial y del bicarbonato plasmático; pudiendo ser útiles para
detectar situaciones de inadecuada resucitación o hipoxia tisular.
3.2) ALTERACIONES en el METABOLISMO PROTEICO
Una característica propia del metabolismo séptico es una intensa aceleración de
la proteolisis que conduce a un estado de pérdida de masa muscular”. Este estado
catabólico produce un balance de nitrógeno negativo96. Se incrementa la formación de
urea, al igual que la creatinina, ácido úrico y amonio, apareciendo todos ellos en
concentraciones elevadas en orina por exceso de eliminación. La síntesis de moléculas
transportadoras tales como la albúmina o la transferrina se reduce durante la sepsis y se
potencia la síntesis de proteínas reactantes de fase aguda. La determinación de los
niveles plasmáticos de IGF-I (“insulin-like growth factor 1”) y proteínas séricas se ha
14
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utilizado como marcadores útiles en el seguimiento del estado nutricional del paciente
séptico; sin embargo, existe controversia sobre si dichos parámetros son realmente
indicativos de los cambios producidos en los depósitos corporales proteicos,
fundamentalmente musculares, en el estado séptico~.
3.3) METABOLISMO LIPIDICO
96
Los lípidos son el principal sustrato energético durante el proceso séptico La
sepsis implica un importante gasto energético que conduce a un estado catabólico
98
caracterizado por hipertrigliceridemia y potenciación de la f3-oxidación lipidica . El
99proceso de movilización de grasas predomina sobre el de oxidación lo que implica un
recambio importante, que no se explica en su totalidad por el estímulo hormonal sino
que sugiere la influencia de otros factores.
La endotoxina es capaz de inducir mediadores como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a) y otras citoquinas que incrementan la lipolisis directamente y además,
100 101 102
estimula la liberación de hormonas como adrenalina , noradrenalina y cortisol con
efecto lipolítico directo; además la adrenalina es capaz también de incrementar el flujo
103
en el tejido adiposo . Adicionalmente, de un modo indirecto la sepsis estimula la
lipolisis por descenso de los niveles plasmáticos de cuerpos cetónicos’04. Este
importante proceso de movilización supone un incremento de los ácidos grasos libres
99
(AGL)
La liberación de AGL del tejido adiposo aporta el sustrato metabólico energético
necesario. La regulación de su homeostasia se realiza a través del control de la lipolisis
y de la vascularización del tejido adiposo. En algunos modelos de shock animal, donde
el estímulo es muy potente, pueden observarse niveles bajos de AOL asociados a una
Factores que influyen en el metabolismo lipídico de la sepsis
- Acción de mediadores celulares.
- Estimulo hormonal.
- Efectos de los cambios de flujo sobre el tejido adiposo.
- Efecto lipolítico del descenso de las concentraciones
de cuerpos cetónicos en plasma
15
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baja oxidación por perfUsión tisular insuficiente105, y a un incremento del metabolismo
106
anaerobio que es capaz de suprimir la lipolisis
La hipertrigliceridemia de la sepsis parece deberse a la combinación de!
incremento de la producción hepática de triacilglicerol (TAO) y la disminución del
aclaramiento de la fracción lipídica VLDL por parte de los tejidos periféricos. La
107hipertrigliceridemia, además de aportar un sustrato energético importante parece
formar parte de una respuesta protectora. Se sabe que las lipoproteinas son capaces de
108
unirse a la endotoxina y formar complejos relativamente estables , concretamente la
¡09
endotoxina puede llegar a formar parte integral de la fracción VLDL
3.4) pH INTRAMUCOSO (pHi): Indicador bioquímico de hipopeifusián
En la actualidad, se trabaja en el hallazgo de parámetros clínicamente aplicables
que sean indicativos del deterioro de oxigenación tisular inducido por la sepsís, ya que
el lactato a pesar de su extendido uso en la clínica diaria, no parece ser un marcador
especifico de hipoxia tisular. Las medidas del gasto cardiaco (OC), la saturación arterial
de oxígeno (5a02) y de sangre venosa-mixta (5v02) han hecho posible el cálculo de
parámetros como la demanda sistémica de oxígeno (DO
2), el consumo de oxígeno
(yO2) y el ratio de extracción de oxígeno.
D02= GC~ 5a02
V02 OC (SaO2 - 5v02)
Sin embargo, la interpretación de estos parámetros ha resultado ser más
dificultosa de lo esperado. Esta circunstancia ha forzado el desarrollo de nuevas técnicas
de monitorización que permitan medir cambios bioenergéticos regionales. De los
nuevos procedimientos surgidos, la tonometria aparece como un sistema viable que nos
permite obtener un parámetro bioquímico válido en la monitorización de pacientes
críticos.
La tonometría se flandamenta en la equiparación de presiones parciales que tiene
lugar entre un fluido, como la sangre o el suero salino, y un gas de composición
conocida. Este principio se aplica al equilibrio de las presiones parciales entre dos
fluidos de composición diferente separados por una membrana semipermeable por lo
16
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que después de un tiempo de equilibrio, la presión parcial será similar en ambos fluidos.
La tonometria gástrica está basada en este principio según el cual la pCO2 del fluido
luminal alcanza un equilibrio con la pCO, de la mucosa. En 1982, Fiddian-Green”
0 y
colaboradores avanzaron la noción de que el pH intramucoso podía ser calculado
asumiendo dos principios:
1. La pCO
2 medida en el fluido del tonómetro se aproxima a la pCO,
intramucosa. Esta condición lleva implícito que el CO, difunde libremente en
el tejido y que por lo tanto el fluido luminal está en equilibrio con la pCO2
intramucosa.
2. La concentración de HCOa de la sangre arterial es similar a la de la mucosa.
Aplicando la equación de Henderson-Hasselbalch con los valores del HC03 arterial y
pCO2 del contenido luminal podemos calcular el pH~:
HC03 (arteuial)
pH~= 6,1 + log
a. pCO2
[Dondea representa la solubilidad de CO2 en plasma (a0,03)].
Grum y colaboradores” extendieron este concepto pennitiendo el desarrollo del
tonómetro actual. Estos autores midieron la pCO, luminal con un pequeño balón
fabricado con politetrafluoroetileno, material permeable a O, y a CO2 lleno de fluido. El
balón se une a un catéter fino que permite retirar el liquido después de un periodo de
equilibrio.
Para la valoración de este parámetro es importante tener en cuenta sus posibles
limitaciones. La premisa del establecimiento de un equilibrio entre la pCO, del fluido
luminal y la mucosa parece tener un fundamento firme
112. Sin embargo, el supuesto de
igualdad entre el HCOj arterial y el intramucoso es cuestionable. Antonsson”3 realizó
un estudio comparativo de las medidas de pHi mediante tonometría y microelectrodos
de vidrio en animales control y en animales con sepsis inducida con endotoxina de E
cok. Hallaron una perfecta correlación entre ambos métodos en las 3 primeras horas del
transcurso de la sepsis. Sin embargo, en un periodo de oclusión de 60 minutos existían
diferencias significativas ya que el tonómetro estima valores del pH~ superiores a los
17
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medidos con microelectrodos. La explicación más verosímil es que el HC03 arterial
sobreestime el HCO3 de la mucosa durante la oclusión mesentérica, puesto que el
HC03 disminuye al actuar tamponando el exceso de it generado por las células
isquémicas. Este posible artefacto de la estimación del pHi no debe ser considerado en
nuestro estudio ya que el fenómeno de oclusión raramente ocurre en pacientes críticos y
no ha tenido lugar en el desarrollo de este experimento.
Como se ha mostrado anteriormente, los parámetros obtenidos a partir de la
tonometría gástrica están sometidos a la influencia de varios factores que deben ser
considerados para su interpretación clínica.
Posibles influencias fisiológicas sobre la tonometria intestinal
4 pHi - Pérdida del equilibrio entre el HCO arterial y el luminal.
- Anormalidades ácido-base sistémicas remotas.
4 pCO2i - pCE)2 arterial sistémica,
4 pCO2i - pCO2A - Descenso del aclaramiento de CO2 en la sangre (estancamiento
de flujo).
- incremento de la producción de CO2 por metabolismo
anaerobio.
- Descenso de la producción de CO2 por debajo de la demada
crítica de oxígeno.
PCO2r pCO2 intraluminal; PCO2A= pCO2 arterial
Significado del incremento de 0C02 tisular
En el cálculo del pHi se ha asumido que el HCO tisular de la mucosa gástrica
está en equilibrio con el HC03 arterial sistémico. Esta premisa no siempre es correcta
debido a la influencia de la disminución de los flujos regionales que tiene lugar en el
shock séptico. Además, influyen la existencia de otras anormalidades metabólicas
remotas como alcalosis o acidosis sistémicas que influyen en el HCO arterial
induciendo error en la estimación del pHi.
Por este motivo, parece más exacto valorar la pCO2 intramucosa ya que no se
asume un equilibrio entre eJ HCO¡ arterial y el de la mucosa; además, ésta no es
I8
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modificada por alteraciones ácido-base remotas. Sin embargo, la pCO2 intramucosa sí
está afectada por la pCO2 sistémica. En enfermos críticos es frecuente que la pCOi
arterial sufra cambios considerables, por lo que es conveniente corregir estas
variaciones mediante el cálculo de la diferencia (pCO21 - pCO2A). Esta diferencia es el
parámetro más recomendado, aunque desafortunadamente tampoco es un marcador
idóneo de hipoxia tisular”
4.
Durante la hipoxia se produce un incremento del metabolismo oxidativo de tal
forma que el consumo de oxigeno para generar ATP implica la producción de CO
2.
Durante la hipoxia también se incrementa la producción tisular de CO2 por el exceso de
it:
JEt + HCO; e~ 1120 + CO2
Normalmente, el CO2 generado a nivel celular difunde libremente al intersticio y
éste a su vez al espacio vascular donde es transportado hacia los pulmones para ser
eliminado por ventilación (ver fig 1-2).
ARTERIA
Co Co—--.2 2
Célula Intersticio {
VENA ~—> CO
2
Fig 1-2: Transporte de CO2
Además de las causas metabólicas anteriormente mencionadas que originan el
incremento tisular de pCO2 ; éste puede aumentar por el empeoramiento del recambio
circulatorio tísular provocado por la respuesta vasoconstrictora de la sepsis. Es decir, el
incremento de pCO2 tisular puede ser consecuencia al menos parcialmente del deterioro
en el aclaramiento del CO2. Este es el argumento del estudio de Wei y
115,116
colaboradores que hallaron incrementos de pCO2 venoso y descenso del pH
venoso durante resucitación cardiaca lo que sugiere que estos cambios pueden ser el
resultado de alteraciones respiratorias más que metabólicas. Posteriormente, estos
mismos autores han señalado en otro estudio, que a pesar de la influencia del flujo, la
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disoxia intestinal séptica se relaciona más intensamente con la tasa metabólica que con
el descenso del flujo esplácnico117.
Schlichtig and Bowles’18 abordaron el problema de la influencia del flujo en un
estudio en el que sometieron a perros a descensos progresivos de flujo intestinal
midiendo pu, DO
2 intestinal, yo, y diferencias arteriovenosas en el pH y pCO,
sanguíneo. La DO, crítica, definida como la DO, mínima capaz de sostener el
metabolismo aerobio, coincide con el descenso de pHi. Además, el incremento de pH
arteriovenoso por incremento en el log (PCO2)AW (arterial-venoso) Ihé
significativamente mayor para valores DO2 por debajo del DO2 critico, lo que implica
que descensos en el pHi durante la reducción progresiva del flujo están asociados con el
establecimiento de acidosis metabólica. Conclusiones similares fUeron reportadas por
Zang y Vincent
119.
La cuestión interpretativa que se plantea es: ¿qué valor debe tomar la diferencia
(pCO2~ - PCO2A) para que sea indicativa de acidosis metabólica y no simplemente del
estancamiento del CO
2 producido por fosforilación oxidativa como consecuencia del
descenso del flujo?. Nuevamente, Schlichtig and Bowles”
0 hallaron que en animales
normales con estancamiento de flujo, la diferencia alcanzaba valores de 25-3SmmHg
mientras que se superaban dichas cifras en los casos de generación anaerobia de CO
2.
Uno de los objetivos del presente estudio es valorar ampliamente este parámetro
en un modelo experimental. Para ello, se obtienen medidas de parámetros indicadores
del estado metabólico como el pH arterial, lactato sistémico etc. y simultáneamente
pCO, intramucosa. A diferencia de los estudios realizados hasta ahora, vamos ha medir
el pCO2 intraluminal en dos segmentos diferentes del intestino delgado. Nos basamos en
la hipótesis de que si dichos segmentos poseen en situación de normalidad un grado de
vascularización diferente, es posible que la hipoxia no les efecte por igual y por lo tanto
la pCO2 intraluminal se comporte de distinto modo.
La valoración de la pCE), tisular se ha focalizado en el estudio del intestino por
vanas razones
• El importante efecto de las alteraciones sépticas en la microcirculación sobre
el desarrollo de hipoxia intestinal. Se ha comprobado que el mantenimiento del
20
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flujo intestinal durante la endotoxemia previene el descendo de pHi. Sin
embargo, este hecho no necesariamente indica que el descenso del pHi obtenido
por tonometría gástrica siempre indique hipoxia tisular.
• El intestino posee una DO2 crítica superior al resto de los órganos vitales.
• La isquemia intestinal incrementa la permebilidad intestinal, potencia la
translocación bacteriana y puede incrementar la síntesis y liberación de
citoquinas en el hígado y en las células mononucelares sistémicas.
En los apanados vistos hasta ahora se ha descrito la patología séptica, desde el
punto de vista hemodinámico y bioquímico, ya que estos aspectos van a ser objeto de
nuestro estudio. Sin embargo, el eje central de esta tesis es la función del NO en dichos
cambios y la repercusión que puede tener su interacción con otras moléculas biológicas,
por lo que a continuación se describen todos los aspectos relacionados.
4> ÓXiDO NÍTRICO
Furchgott y Zawadzkí descubrieron en 1980 que el endotelio liberaba una
sustancia capaz de producir relajación en respuesta a la acetilcolina, a la que asignaron
el término de ‘factor de relajación endotelial” (EDRF)’21. Posteriormente se realizaron
estudios in vitro que pusieron de manifiesto que el EDR?F posee propiedades
fisicoquímicas y biológicas relacionadas con la molécula de l22,í23~~4~ No obstante,
el paso más importante en la identificación, lo dió Palmer y colaboradores, quienes
confirmaron que las células endoteliales en cultivo liberaban NO al ser estimuladas por
bradicinina125. Ambos agentes parecen causar relajación equipotente de la músculatura
lisa vascular’25~21”26, inhiben la agregación plaquetaria y activan la guanilato
ciclasa’27’126. Al menos, dos grupos han hallado que poseen tít
2 idéntícasí
2S~í2t Quizá la
característica más diferenciadora de esta molécula sea que ejerce sus funciones
biológicas en virtud de su reactividad química, lo que se opone a las clásicas
interacciones “no-covalentes” de mediadores biológicos con sus receptores’28.
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4.1- BIOSÍNTESIS del OXIDO NÍTRICO
El enzima óxido nítrico-sintasa (NOS) cataliza la conversión de L-arginina a
citrulina y NO (Ver Fig 1-3). Este enzima pertenece a la familia de las enzimas del
citocromo P450 aunque requiere una serie de cofactores diferentes: Savin adenin
dinucícótido (FAD), llavín mononucleótido (FMiN), tetrahidrobiopterina (BH4), todos
ellos juegan un papel importante en la transferencia de electrones desde el sustrato
INADPH al complejo hemo que es el sitio activo del enzima. El grupo tiol reducido
(—SR) juega un importante papel en el mantenimiento de la actividad del enzima. Esta
síntesis precisa oxígeno y NADPH.
1120 02 1120NH< NOH O
II
R-N-C-NIi2 II R-N-C-NH2 +(NOI
H R-N-C-Nlt
H
~inin~~j NADPH NADPH
c~TASQ~
FAD FMN Bit (Tetrahidrobiopterina)
Fi. 1-3: Sh,teds de óxido nítrico4 El enzima NO-sintasa cataliza la transfonnaei&, de L-arginina en L-ciirulina + NO.
Este enzima existe en tres isoformas diferentes que se codifican a partir de tres
genes diferentes:
-NOS neuronal: tipo I~ (nNOS)
-NOS inducible: tipo II (iNOS)
-NOS endotelial: tipo 1111* (e NOS)
(*)NOS neuronal (tipo 1, nNOS) y la isoforma endotelial (tipo III, eNOS) son
isoenzimas Ca~~ y calmodulin-dependientes. Hasta ahora, estas das enzimas habían sido
consideradas como enzimas constitutivas, mientras que el enzima Ca
te independiente se
conocia como NOS inducible. Posteriormente, se ha visto que la inducción o no del
enzima no depende del isoenzima sino del tipo de estímulo. Las isoenzimas tipo 1 y 111
son activas en condiciones fisilógicas. Están presentes intracelularmente y se activan
mediante flujos de Ca~~ intracelulares, son productoras de pequeñas cantidades de NO.
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La ¡NOS (tipo II) no se expresa en condiciones fisiológicas de normalidad. Se
induce en la inflamación por acción de cítoquinas, endotoxina etc. Produce grandes
cantidades de NO y de forma más prolongada. iNOS (tipo II) se puede producir en
diferentes tipos celulares como macrófagos, hepatocitos, neutrófilos, células de la
musculatura lisa vascular y condrocitos. La inducción de iNOS requiere la síntesis de
novo de proteína.
Recientemente se ha puesto de manifiesto que existe una vía altenativa no
enzimática para la síntesis de NO. Esta nueva vía de síntesis parece estar relacionada
129
con la producción de especies reactivas de oxigeno
41- REACTIVIDAD
El NO reacciona en sistemas biológicos con oxigeno molecular (02), superóxido
y metales de transición (M)’28 Los productos de estas reacciones son otros
óxidos de nitrógeno (NO
2), peroxinitrito (00N0) y aductos nitrosilo con metales de
transición {M-NO). Las condiciones fisiológicas influirán en el predominio de cada una
de estas vías y de ello dependerá e! efecto protector o perjudicial que pueda ejercer el
NO.
N,O NH,OH RONO RSNO RR’N-NO
\jsu R0Y ¶Rsn/~
red NO ox NO~
NO M 0, 14,0, M
lo,
NO, + M-NO NO,/N,O, ~ M-NO NO2 + M-NO
ONOU 117/ RSH/ ~ NO¡H,C ONOU
NO0NO RSNO NO; NO;
(NOIi
Fi2 1-4: Reactividad dcl NO. El NO puede sufrir procesos de reducción y oxidación e
interaccionar con metales de transición (M) y otras especies quinúcas.
• Las reacciones que tienen lugar con metales de transición condicionan la actividad
biológica del NO, ya que a través de éstas, el NO interacciona con diversas proteínas.
La interacción con el grupo hemo de la guanilatociclasa soluble es un ejemplo de
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este tipo de interacción que conlíeva la inducción del enzima IGN~RO ~ La
hemoglobina inhibe esta activación, del mismo modo que impide la formación de
cualquier complejo hierro-nitrosilo intracelular’32.
En general, las reacciones del NO con 02 están asociadas con su citotoxicidad. La
implicación de OON& y dióxido de nitrógeno (NO
2) en diversos tejidos ha sido
ampliamente descrita’
33”34”35. Pero además de su poder citotóxico, el OONLY parece
estar involucrado en ciertos mecanismos biológicos, ya que al igual que los nitritos,
participan en reacciones de trausnitrosilación (tranferencia de grupos NO~)
especialmente con grupos tiol originándose RSNOs. Se ha sugerido que los
peroxinitritos inducen relajación tiol-dependiente de musculatura lisa vascular’36 e
inhiben la agregación plaquetaria’37. Recientemente, Beckman y sus colaboradores han
aislado un anticuerpo para la detección de nitrotirosina, un producto minoritario pero
estable de la reacción de peroxinitritos con proteínas’38.
4.3- METABOUSMO del NO
El NO sintetizado, rápidamente difunde a las celulas de la musculatura lisa
vascular y al plasma donde puede reaccionar siguiendo diferentes rutas:
• Plasma:
1. Conversión a nitritos (NOÍ), y
2. 5-nitrosotioles. Son los compuestos resultantes de la interacción del NO con
grupos tiol (-SR) generalmente proteicos.
• Eritrocito:
1. El NO puede atravesar la membrana eritrocítaria e interaccionar con
hemoglobina, para formar metahemoglobina (metHb) y nitratos. Después de
un periodo de varias horas los nitritos se oxidan en los eritrocitos y son
excretados en la orina como nitratos. Esta interacción puede predominar en
los capilares, donde la distancia entre las células endoteliales y los glóbulos
rojos es más pequeña ya que el NO derivado del endotelio tiene que difundir
a los eritrocitos localizados en el centro del vaso.
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2. Reacciona con los grupos —SH de la Hb para formar nitrosohemoglobina
(NOHb).
eritrocito
Hb + NO—0-Met Hb+ N0
Hb-’-NO-—~NOHb
4N01 ~1-41*02+4 Hl-u——-.’-
ib 4Hb~+O2+H2O+4NQ
plasme
N203+H20—.- 2H*+2NO2Mr~
N203 + R-SH—”- H~+ NOg
Ach N02+NO— Np3O + 1/2 Oj~ O2
endotelio L-arginina—m-- L-citrulina
NO
músculo GMP4+ NO;
vascular
e
Fi. 1-3: Metabolismo del NO: En el plasma interacciona orn una serie de moléculas desoibocando en la formación de nitritos y
R5N0’s. En el hen,atfe puede interaccionar con la Hb generando mdllb + nitratos, o bien Lonuar NO-Hb. Aclt = acdilcolina..
El que se predomine una vía metabólica u otra depende fundamentalmente de:
• Las diferentes proporciones de NO/NOg que difunden a través de la membrana del
eritrocito.
• El estado de saturación de oxígeno de la Hb (deoxiHb versus oxillb).
• Ambiente redox de la circulación.
A la vista de las diferentes interacciones y reacciones que sufre el NO en el
organismo Ja medida de nitratos y nitritos junto con la determinación de nitrosotioles
pueden ser útiles en la monitorización del NO derivado del endotelio, Ambos
compuestos se hallan en plasma, lo que evita métodos invasivos que requieren tejido y
por ello menos aplicables en el seguimiento clínico habitual de un paciente séptico. Los
nitratos son los productos finales más estables pero son poco específicos de la
producción de NO, mientras que los nitritos y los nitrosotioles son más inestables pero
más específicos
139.
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5. FUNCION del “NO»en los CAMBIOS INDUCIDOS por la SEPSIS
Una vez conocida la naturaleza química del NO y cómo interacciona con otras
sustancias biológicas, vamos a analizar su actividad como molécula que juega un
importante papel como mediador de las alteraciones vasculares y celulares en el shock
séptico. En la sepsis existe una hiperproducción de NO que parece ser el resultado de la
combinación de varias fuentes: células vasculares, monocitos de sangre peiférica,
macrófagos alveolares, células de Kupffer, neutrófilos etc.; todos ellos estimulados por
la respuesta inmunológica desencadenada por la sepsis’t Esta hiperproducción de NO
tiene consecuencias que se reflejan en la célula y en la función vascular del siguiente
modo:
5.1- El NO en el METAEQUSMO OXIDATIVO y DAÑO CELULAR SÉPTICO
La respuesta inflamatoria séptica produce un stress severo sobre los tejidos que
puede tener serías implicaciones en el mantenimiento del metabolismo oxidativo
intracelular. La sepsis provoca una elevada demanda energética que conlíeva la
aceleración del metabolismo oxidativo. El metabolismo oxidativo es el resultado del
consumo aerobio de oxigeno durante la oxidación de los sustratos para proveer
energéticamente a la célula en forma de ATP. El oxígeno consumido por la mitocondria,
genera de forma simultánea especies reactivas de oxígeno (ERO), principalmente en
células inflamatorias. Este proceso oxidativo que no produce energía parece acelerarse
durante la sepsis generándose 01, peróxido de hidrógeno (11202), radical hidroxilo
(0W) y otras especies cuyos efectos oxidantes contribuyen a la muerte celular. La
terapia con oxigeno puede ser una fuente importante de producción de radicales
libres’41. Además del desencadenamiento de la respuesta humoral, la formación de ERO
se ha implicado en el daño tisular relacionado con fenómenos de isquemía-
reperthsión’42. Este fenómeno puede tener lugar en la sepsis debido a la disregulación
circulatoria.
La toxicidad de las sustancias resultantes de la reacción del NO con ERO no está
perfectamente establecida pero parece depender de la naturaleza del estímulo:
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• En los sistemas donde la toxicidad es originada predominantemente por ERO, el NO
puede actuar inhibiendo la acción de las ERO y por lo tanto limitando el daño. El NO
es capaz de inactivar ciertos radicales libres y prevenir el daño celular asociado a
• Sin embargo, en aquellos donde la toxicidad se produce por la biosíntesis de NO, las
reaciones de éste con ERO pueden ser perjudiciales pues potencian la vulnerabilidad
a reacciones de nitrosilación y oxidación que afectan a la función mitocondrial con el
consiguiente deplecionamiento de los depósitos energéticos y disflinción celular’45.
Durante la sepsis, el stress oxidativo supera la respuesta antioxidante generada
como defensa, lo que favorece el fallo orgánico por lesión tisular oxídativa. La
producción de ERO junto con la de NO, induce el deterioro del control vascular y
empeoramiento de la actividad enzimática.
STRESS OXIDATIVO EXTRACELULAR
Los lipopolisacáridos bacterianos desencadenan una respuesta humoral
caracterizada por activación de leucocitos y células endoteliales, lo que conlíeva
marginación leucocitaria y liberación de citoquinas como el TNF-a e interleuquinas.
Este hecho puede implicar entre otras alteraciones la inducción de la síntesis de NO e
incremento de la producción de ERO. Esta liberación de productos secretores y la
generación de ERO junto con la liberación de proteasas y otras enzimas degradativas,
perjudican los componentes estructurales de la célula’46”47, deterioran la integridad del
endotelio capilar y favorecen la formación de edema’48.
STRESS OXIDATIVO INTRACELULAR
La respuesta inflamatoria séptica genera un stress severo sobre los tejidos que
puede tener serias implicaciones en el mantenimiento del metabolismo oxidativo
intracelular. La demanda metabólica creada por la sepsis provoca que la mitocondria
genere en exceso radicales derivados de oxígeno junto con otros mediadores como
mieloperoxidasa, proteasas etc. capaces todos ellos de lesionar las membranas
celulares’41. Debido a la gran reactividad de los radicales generados, especialmente
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0W, se puede producir daño específico lipídico, lesi¿n en el DNA y en los
componentes proteicos de las diversas estructuras celulares. Contribuye también a este
daño el potente efecto oxidativo del 0N00, metabolito reactivo del NO. Asimismo, la
terapia con oxígeno puede ser una fuente adicional de producción de radicales libres y
ERO’41.
PMNs
— — - Macrófagos Respuesta inflamatoria -~.-.—— ENOOTOX~NA
$ Ir -~ t
4N0• 4 11~O~ C itokinas
1’ 4P10C1
4o No o
-Deterioro de mebranas celulares
-Nitrosiiación proteica membrana celular
4o
ONO 0~.~~r=-~z NO,
4 11,0, OH
- tbcpleción de ATP AA
ni itocondria
FI, 1-5: Relación dci NO con el atreas oxidativo generado por la sensia El NO reacciona con el 0,
formando ONO& re.sponsable de lesión en el DNA y de la depleciéo de ATP celular. AA: aminoácidos,
PMNs: leucocitos poiimorfonucJcares, CTE: cadena de transporte de electrcoes, CK: ciclo de rei,s~ AOL
ácidos grasos libres en plasma, ?ARS: enzima nuclear poly-(.ADP-ribosa)-sinidasa.
Mecanismo de la lesión mediada nor NO: peroxinitritos
El principal mecanismo de daño asociado con la producción de NO ¡ti vivo es su
reacción con anión superóxido para formar peroxinitrito. El anión superóxido posee un
electrón desapareado que rápidamente combina con NO generando peroxinitritos:
O-O~ + N-O —> O-O-N-U
La constante de reacción entre el N0 y 02 es l,9fl09M’sec4,
aproximadamente tres veces superior a la velocidad de reacción del 02 con la
superóxido dismutasa (SOD). Esto implica que la formación de peroxinitritos constituye
un importante sistema de destrucción de N0 y 0<, radicales libres potencialmente
tóxicos.
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ONOO-
Fiemo- Fe
+1120
11*12% 2Hemo- Fe-NO ..~ NADPH
7
7
NADP~+ 2G31l*t GR
CA~ GPx
‘S~¡pH2O+ GSSG
ft02 «~2
VI, 1-6, Fonnadón de ueroxlnltsite. 500=Superóxido dismutasa, CAT=’catalasa, <iPrgluiation
peroxidasa. GR=g)ntation redudasa, flNOO=paoxiniúitos, NO== óxido nitxieo, Or anión superóxido,
11,O,= peróxido de hidrógeno.
El anión peroxinitrito, a diferencia del anión superóxido y el ~NO, no es un
radical libre, sin embargo su formación es termodinámicaniente irreversible y su
marcada estabilidad como anión a pH alcalino le confiere toxicidad’
49 ya que le permite
difundir a través de la membrana celular ejerciendo así su efecto oxidante. Es capaz de
reaccionar con diversas moléculas biológicas a través de la oxidación de:
- Centros activos de hierro y grupos sulfúros’56’15’ inactivando gran variedad de
enzimas (coenzima A, gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa, ATPasa Na~/K~
de la membrana....) causando por lo tanto lesión celular”2.
- Grupos tiol proteicos”3 . igualmente oxidan sulfídrilos de bajo peso molecular
como la cisteina y el glutation deplecionándose importantes mecanismos
captadores de radicales libres y ERO”4.
Es capaz de generar los mismos efectos que el ataque por radical hidroxilo”’056.
Sin embargo, el hecho de que captadores de 0W no reduzcan el efecto lesivo de los
peroxinitritos, sugiere que su toxicidad pudiera estar relacionada con una acción
oxidante directa sobre determinados componentes celulares”7”53.
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La reactividad y descomposición de los peroxinitritos está detenninada por el
ambiente químico y la cantidad relativa de éste frente al NO. Una parte importante de
las reacciones que sufren los peroxinitritos están catalizadas por metales de transición
incluyendo los centros metálicos de la SOD y mieloperoxidasa’58”’9. Los metales de
transición catalizan su excisión heterolítica produciendo anión hidroxilo junto con ión
nitrosonio (NO
2~) . Este ión ataca grupos fenólicos como los residuos de tirosina
formando ¡ti vivo 3-nitrotirosina. Esta reacción está catalizada por la SOD, el mismo
enzima que podría minimizar la formación de peroxinitritos por captar superóxido’
60.
Sin embargo, cuando se expresa el enzima iNOS en circunstancias en que la formación
de superóxido está incrementada o la actividad de la SOD disminuida, se forma 0N00
161en exceso
La 3-nitrotirosina es una sustancia estable que permite estimar la producción de
138peroxinitritos y por lo tanto el daño celular asociado con el NO Existen otras fuentes
de formación de nitrotirosina, aunque los peroxinitritos son su origen fundamental.
Beckman y colaboradores han obtenido anticuerpos mono y policlonales para la
138
detección de 3-nitrotirosina por inmuniohistoquimica y Western blott¡ng . Este
hallazgo ha permitido observar extensa formación de 3-nitrotirosina en muestras de
tejido pulmonar en situaciones patológicas como sepsis, neumonía y distress
162
respíratono . También los miocitos humanos muestran esta nitrosilación en la sepsis y
163 164la miocarditis Es posible que la depresión miocárdica séptica atribuida al NO , se
deba a la nitración de proteínas contráctiles de las células musculares. De hecho, la
actina nitrosilada artificialmente con tetranitrometasona muestra una contractilidad
anómala165.
NO Tiro?
..t.
4-
Tiros
0N00
Hg 1-7: Esquema del mccanismo de fonnacián de nitrotirosina
Otro mecanismo de lesión celular atribuido a los peroxinitritos es su capacidad
para romper la estructura monocatenaria del DNA con la consecuente activación del
proteína
e stru cta ra1
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enzima nuclear poly-(ADP-ribosa)-sintetasa (PARS). Esta activación produce ADP-
ribosilación masiva de proteínas celulares deplecionando a la célula de nicotín-adenín-
dinucleótido (NAO4) y ATP”2’ i66 Este hecho contribuye a reducir los procesos activos
de la célula incluida la respuesta vasoconstrictora de la musculatura lisa vascular’61. La
activación de la PARS, parece contribuir a la disfunción endotelial séptica ya que su
inhibición con 3-aminobenzamida mejora la flincionalidad del endotelio’66. Sin
embargo, en arterias pulmonares los peroxinitritos no presentaban efectos sobre la
relajación vascular dependiente de endotelio mediada por acetilcolina’36 y no parecen
comprometer la capacidad de liberación de NO por parte del endotelio’61. De acuerdo
con estas observaciones Chabot y colaboradores postulan que los peroxinitritos causan
relajación vascular por diferente mecanismo al del NO.
Todos estos efectos, revelan el papel flindamental que desempeñan los
peroxinitritos en patologías de carácter inflamatorio. Por eso en nuestro trabajo hemos
considerado de vital importancia el conocer en profundidad el alcance y en qué órganos
se manifiesta la lesión mediada por peroxinitritos. Para ello, hemos empleado métodos
inmunohistoquimicos que nos permiten detectar nitrotirosina en diversos órganos.
Es importante señalar, que además del daño celular mediado por la formación de
radicales y sustancias oxidantes, el NO tiene efectos directos sobre el metabolismo
celular’67’ 160, 128, 168
5.2- EFECTOS HEMODINÁMICOS del NO en la SEPSIS
El cambio fisiológico predominante en todos los pacientes sépticos es la pérdida
del tono vascular. Esto conlíeva alteraciones en el flujo microvascular con el
consiguiente desarrollo de la disfunción orgánica. Los principales determinantes del
tono vascular son los agonistas a-adrenérgicos que causan vasoconstricción, y el EDRF
que causa vasorelajación. El hallazgo de que las células vasculares endoteliales
producen nitritos como respuesta a la exposición de citoquinas o endotoxinas indica que
169
el NO es un mediador fundamental en el shock séptico
31
INTRODUCCIÓN
Actualmente, no hay duda de que el NO es el principal mediador responable de
las alteraciones vasculares de la sepsís’70. Las células endoteliales de aorta de oveja
liberan un factor similar al NO tras un minuto de incubación con endotoxina de
Escherichia coli’71 La endotoxina’72 y la interleukina-I también estimulan la liberación
de NO por células musculares lisas’73. El hecho de que la hipotensión producida en
varios modelos de shock séptico se atenúe mediante la inhibición de la sintesis de NO,
sugiere que el NO tiene un papel importante en la hipotensión producida por la
174175176sepsís ‘ ~. Todos esos hallazgos hablan en favor de que la endotoxina y ciertas
citoquinas estimulan la síntesis de NO de un origen no endotelial, posiblemente el
músculo liso vascular, lo cual seria responsable de la disminución de la respuesta
vasoconstrictora.
• Actividad de la eNOS: El shock séptico conlíeva una activación inicial de la eNOS
que provoca una temprana hiporeactividad vascular y la consiguiente la inducción de la
iNOS en la fase más avanzada del shock. Esta activación temprana de la eNOS está
mediada por la liberación de TNF-a, IL-l, el factor activador plaquetario (PM9177
Estos mediadores actúan en paralelo y sinérgicamente para inducir la iNOS. A medida
que la sepsis evoluciona se produce un deterioro de la relajación dependiente de
endotelio, presumiblemente por reducción de la actividad de la eNOS’78 a través de un
incremento de la degradación eNOS’79 y por otros mecanismos como la adhesión de
neutrófilos al endotelio’80.
• Actividad de la ¡NOS: Estímulos inmunológicos, como la endotoxina y la
interleuquina-1, son capaces de inducir la expresión de otra NOS, presente en
neutrófilos, macrófagos y endotelio vascular, que tiene un papel en la defensa del
huesped contra microorganismos mediante su acción citotóxica’8”’82”83’184 Los
numerosos estudios realizados sobre la influencia de la actividad de la lIÑOS y el NO
generado en la sepsis, revelan que esta inducción contribuye al desarrollo de la
hiporeactividad vascular y al descenso de la presión arterial favoreciendo así el fallo
circulatorio.
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ENDOTOXINA
Descompensación vascular
Isquemia local Hiporeadividad vascular
Redistribución del OC Reducción de la extracción de oxigeno
Dialhución miocArdios Inhibición nidabólica
Fallo niultiorgánico
Inhibición de la respiración ce’ular
FI! 1-8. InduccIón deja nroducdón de NO en la genais. El TNF y otros mediadores inducen Ja síntesis de iNOS.
mientras que la adividad de eNOS disnunuye Kl macrófagos, CMV~ células músculo vascular, 11: hepatocitos.
El TNF-a (ver fig 1-8), es un mediador inflamatorio que juega un papel central
en los cambios metabólicos y hemodinámicos de la sepsis185, ya que induce la expresión
de iNOS en macrófagos’86. Una prueba de ello es que los macrófagos peritoneales de
ratón estimulados 24 horas con endotoxina generan nitritos y nitratos~~~. Se ha
observado que el TNIF-ct también presenta una acción vasodilatadora que es
parcialmente dependiente del endotelio y que disminuye la contractilidad de anillos
vasculares a agentes vasoconstrictores’87. Hallazgos más recientes apoyan, que a pesar
del efecto vascular directo del TNF-a, el NO es el responsable más importante de las
18843
alteraciones hemodinámicas de la sepsís
En estado de normalidad, el tono vascular es regulado por la interacción de
mecanismos miogénicos neurogénicos y por el NO’89. La liberación basal de NO por el
endotelio inhibe la respuesta a estímulos vasoconstrictores. La respuesta contráctil a la
estimulación eléctrica en arterias de varias especies animales aumenta cuando se
elimina el endotelio’89. Este efecto es abolido por la hemoglobina, sugiriendo que el NO
es el mediador responsable. Asimismo, la eliminación del endotelio o la inhibición de la
síntesis de NO aumenta la respuesta vascular a agentes presores190. La interacción que
existe entre el sistema simpático y el NO en la sepsis no es conocida todavía, y podría
explicar parcialmente las características de la respuesta vascular en la sepsis.
neutrótilos
It
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En resumen, el estado actual del conocimiento sobre las alteraciones
hemodinámicas en la sepsis se basa en los siguientes conceptos:
1) En la sepsis existe una alteración de la regulación del tono vascular que se puede
manifestar como una relación anormalmente lineal entre el transpone y el consumo
de oxígeno.
2) En la sepsis clínica existe una vasodilatación sistémica y una disminución de la
respuesta vasoconstrictora y vasodilatadora dependiente de endotelio.
3) La endotoxina aumenta la liberación de NO.
4) El NO disminuye la respuesta vasconstrictora.
Recientemente se ha puesto de manifiesto que el efecto tóxico del NO sobre el
endotelio puede estar relacionado con el efecto oxidante de los peroxinitritos. La
evidencia de que los peroxinitritos median la patogénesis de la sepsis se muestra en el
administración de mesoporfirina de manganeso, un análogo de la SOD
y captador de peroxinítritos, atenúa aspectos de la disflinción endotelial en el shock
séptico191. En vasos coronarios de rata los peroxinitritos inhiben la relajación
dependiente de endotelio inducida por acetilcolina192. Sin embargo esta acción de los
peroxinitritos sobre el endotelio no se confirma en todos los lechos vasculares: el
pretratamiento de la arteria pulmonar con peroxinitritos potencia la respuesta a
acetilcolina’6’.
Nuestro estudio está encaminado a examinar el papel del NO en los cambios
hemodinámicos producidos por la sepsis. Para ello, se estudia en un modelo de sepsis
animal los efectos producidos por la hemoglobina como molécula captaden
~ de su interacción con moléculas que contienen grupos -SH
en su estructura como el glutation.
5.3- El NO y la FISIOPATOLOGIA GASTROINTESJiNAL de la SEPSIS
El NO, además de mediar las alteraciones hemodinámicas de la sepsis actúa
también a nivel celular pudiendo estar involucrado en mecanismos tanto de protección,
U! ~X~WdÍ. L.~ cítotoxicidad juega un papel fundamental en el proceso
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séptico ya que determina al menos en cierto grado, el desarrollo asociado del “Síndrome
de fallo multiorgánico”. El estudio del efecto tisular del NO aporta resultados
dependientes del modelo séptico y del tejido analizado, lo que impide obtener
jZáflzantes. En nuestro experimento se analíza el grado de lesión
atribuible al NO mediante el análisis inmunohistoquimico de nitrotirosiv~ - .. —-
Latas 1.~omprometida en la sepsis: hígado, intestino, riñón y
pulmón Igualmente se ha estimado el grado de afectación orgánica mediante
parámetros bioquímicos.
* Efedos en el frado intestinal: Para valorar el ¡n.fl
Mi~>’iQ>> -
~ .~ ....
1.%z~t ~ la funcionalidad intestinal hay que tener en cuenta tres
aspectos fundamentales:
1. El NO como regulador potencial de la integridad de la mucosa
intestinal
193’ 194, 195
2. Posible efecto protector, aunque actualmente discutido, fundamentado
en la capacidad del NO de neutralizar los efectos peijudiciales de
radicales libres generados en procesos de stress oxidativo importante.
LUMEN
1—
NO
‘5
MAsTOCrr r
•
tA.
5/
NO RADICALES LIBRES
Fig 1 -9. En determinadas circunstancias el NO puede actuar
neutralizando la acción peijudicial de los radicales libres.
3. La implicación del NO y derivados oxidantes (0N009 como
moléculas perjudiciales en procesos de inflamación intestinal en los
que puede incluirse algunos modelos sépticos.
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Las referencias que existen acerca del efecto del NO sobre la mucosa en estado
séptico son en ocasiones contradictorias. En modelos de sepsis animal, se ha
comprobado que en la primera hora del desarrollo séptico, la inhibición de la síntesis de
NO potenciaba la lesión de la mucosa’96. Sin embargo, cuando la sepsis progresaba
(%h), dicha inhibición reducía de forma significativa el dalio intestinal’97. La
explicación de esta aparente contradicción puede deberse a que en la sepsis temprana, el
NO basal mantiene la perfusión de órganos adecuada y la actividad deficiente de la
eNOS puede producir una mala distribución del flujo junto con estasis, adhesión
leucocitaría y lesión tísular’98’ ~ Según lo hallado, la inhibición de la iNOS, podría
tener efectos beneficiosos. De hecho la mayoría de los trabajos realizados al respecto,
indican que a pesar de que la producción de NO pueda ser un mecanismo de defensa, el
acúmulo progresivo de NO procedente de la iNOS, puede causar directa o
indirectamente lesión tisular 19?, 200
* Fa/lo hepático: existe controversia acerca de su posible actividad
hepatoprotectora o por el contrario citotóxica. La inhibición de la síntesis de NO
201202203
empeora la lesión hepatocelular mediada por endotoxina ‘ , lo que sugiere en
principio un efecto hepatoprotecto¿01’202. Sin embargo, esta acción parece depender de
la selectividad del inhibidor, En un estudio comparativo de varios inhibidores de la
síntesis de NO se ha puesto de manifiesto que la inhibición de la iNOS no incrementa la
necrosis hepatocelular séptica, aunque la inhibición no selectiva de la NOS es
extremadamente hepatotóxica204. En nuestro estudio se valorará la lesión mediada por
NO a través de la determinación inmunohistoquimica de nitrotirosína. Además del
efecto celular directo, otra consecuencia de la hiperproducción de NO es la disminución
de la síntesis proteica hepática de un modo dependiente de la concentración por un
mecanismo no relacionado con el GMiPc1t Esta inhibición de la síntesis proteica ocurre
sin que necesariamente se produzca muerte hepatocelular’t Por otra parte, la
inhibición de la síntesis de NO, disminuye las reservas hepáticas de glutation reducido,
un componenete esencial de la defensa celular antioxidante’40.
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Efectos pulmonares
:
Al igual que se ha comentado para otros tejidos, cada vez existen más pruebas de
que el NO que se genera en el daño pulmonar agudo es perjudicial. De hecho se han
llevado a cabo estudios inmunohistoquimicos que muestran que en el daño agudo
pulmonar se produce una extensa formación de nitrotirosina205. Por otra parte, el NO
posee una variedad de efectos antioxidantes, por lo que puede ejercer un efecto
beneficioso sobre el daño agudo. Con la información disponible hasta el momento no se
puede concluir con certeza si el incremento de producción de NO en los procesos
inflamatorios es beneficioso o perjudicial. Sin embargo, el incremento simultáneo de
NO y O{ puede conducir a la formación de peroxinitritos con el consiguiente daño
tisular oxidativo205.
Concluyendo, debido a la actividad pluripotencial del NO, éste puede tener un
efecto celular muy variable; como se ha expuesto, puede actuar como citoprotector
hepático y paradójicamente como citotóxico intestinal en modelos sépticos de iguales
206
características y métodos de estimación de lesión tisular idénticos . Esta aparente
selectividad tisular, puede deberse entre otras causas a la diferencia en la capacidad
antioxidante de cada órgano y el distinto grado de susceptibilidad a una vascularización
deficiente. Otro factor a considerar es la posibilidad de que el NO presente una
reactividad dependiente de la presencia en cada tejido de moléculas como tirosina y
cisteina capaces de interaccionar con elNO.
6. S-NITROSOTIOLES
Muchos años han pasado desde su descubnmiento y aun existe controversia
acerca de la identidad química del EDRE. Aunque en principio la evidencia
farmacológica y química apuntan al óxido nítrico como el verdarero EDRE, ambos no
parecen presentar siempre idénticas características207. Algunos investigadores han
observado que el EDRE y el NO relajan la musculatura lisa no ~ sin embargo,
en otros estudios el EDRE no muestra esta propiedad209. Myers y colaboradores hallaron
que la potencia relajante del EDRE era 80 veces superior a la del NO en un bioensayo
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realizado con células endoteliales aórticas. Además, Kelm y Schrade¿’0 estimaron que
la t,¡
2 del NO in vivo era considerablemente más corta (~O,Is) que la estimada para el
EDRF Q3-30s) ex vivo126’ 211, Aunque algunos de estos trabajos han sido criticados por
deficiencias metodológicas, la consideración de todos estos datos conlíeva a
cuestionarse si la bioactividad del EDRE se debe enteramente al NO, o bien existen
sustancias relacionadas que participen en esta función. Una de las clásicas especies
químicas que rápidamente reaccionan con el NO en condiciones fisiológicas sin
producir inactivación de éste, son los tioles bilógicos originándose la formación de
tionitritos o nitrosotioles. En este experimento vamos a testar la actividad biológica de
la interacción del óxido nítrico con moléculas, como la Hb y el GSH, en cuya
composición química están presentes los grupos tiol.
Los 5-nitrosotioles son ésteres de ác tionitroso con la siguiente estructura
general: R-S-N=O. En un principio se utilizaron en síntesis orgánica como potentes
agentes nitrosilantes2t2. Posteriormente el interés por estos compuestos ha ido
incrementándose, tanto por sus potenciales propiedades farmacológicas, como por sus
posibles funciones fisiológicas. La primera demostración de que estos compuestos eran
biológicamente activos fié la descripción de los efectos antibacterianos de 5-
nitrosocisteina (CisNO)213. Más recientemente, los RSNOs han sido objeto de diversos
estudios farmacológicos en los que ha puesto de manifiesto sus propiedades como
potentes relajantes de músculo liso demostrándose esta actividad en una gran variedad
de preparaciones de músculo liso vascula¿í4. Parecen ejercer un papel regulador en el
215
control de la motilidad gastrointestinal y la función de los esfinteres . Igualmente se
ha demostrado la actividad de los RSNOs como relajantes de la musculatura lisa
traqueal216 y parece ser que esta acción está mediada por la elevación de los niveles de
GMPc y su capacidad para activar la guanilatociclasa. Esta actividad se ha descrito para
diversos tipos de RSNOs, incluyendo S-nitroso-N-acetilpenicilamina, CisNO, S-nitroso-
N-acetilcisteína, 5-nitroso-captopril y S-nitroso-fi-D-tioglucosa217’218. Igualmente se ha
218219
atribuido a diferentes RSNOs actividad como antiagregantes plaquetarios ‘ . Parecen
ser metabolitos activos de la nitroglicerina y vasodilatadores relacionados, lo que
sugiere que posiblemente sean los mediadores responsables de su actividad relajante de
la musculatura vasculai220’217. También los nitrosotioles han sido propuestos como
probables causantes de la actividad antitrombótica de los nitrovasodilatadores221.
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6.1- PRODUCCIÓN ENDÓGENA DE NITROSOTIOLES
En los sistemas biológicos, el NO rápidamente es oxidado dando lugar a NO~ y
0N00 que reaccionan con el nucleófilo más abundante y reactivo en plasma: el grupo
tiol originando la formación de RSNOs.
NO
o~2 ox
02
ONOO N203 NO~
R-SH
R-SNOs
Fig 1-10: Esquema de formación de RSNOs
Estas reacciones de transnitrosación pueden tener lugar con otros grupos
nucleofilicos diferentes aunque en condiciones más restringidas. Por ejemplo, N-
nitrosación del DNA y modificaciones covalentes de restos de tirosina, ambos
mecanismos potenciales de toxicidad, es más probable que acontezcan en estado de
importante stress oxídativo ya que provocan depleción de la reserva de grupos tiol’
45.
Recientemente se han identificado RSNO “in vivo”: en plasma humano y de
ratón, en el fluido de las vías aéras humanas, intracelularmente en neutrófilos, en
plaquetas y en saliva de Rodn¡us prolixus ~ . En plasma humano, se
han hallado concentraciones de RSNO 4¡M de los cuales, se ha estimado que el 96%
son 5-nitrosoproteinas fundamentalmente albúmina (82%V22. La abundancia de los
RSNOs en plasma, es del orden de 3 ó 4 veces la concentración de NO libre, lo que
sugiere que los RSNOs pueden comportarse como reservorio plasmático de óxido
nítrico.
Se ha especulado con la posibilidad de que la bioactividad de los nitrosotioles
tenga relación con su estructura y estabilidad in vivo. La tv2 de los nitrosotioles, está
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fuertemente influenciada por el tipo de tiol, pH, tensión de oxígeno, estado redox y la
presencia o ausencia de metales de transición contaminantes. La tv2 de las
nitrosoproteinas en plasma se ha estimado en —‘40 mm229, lo que puede considerarse
como moléculas relativamente estables, especialmete comparadas con NO libre o
RSNOs de bajo peso molecular (RSNOs-BPM). La ausencia de metales libres en
sistemas biológicos ayuda a explicar el predominio de los RSNOs in vivo128. El efecto
de la estructura sobre su acción biológica no se rige aparentemente por un patrón
definido; estructuras similares presentan perfiles de actividad muy diferentes, tanto en
potencia como en especificidad de tejido, e inversamente; distintas estructuras presentan
potencia análoga. Los estudios realizados por Mathews revelan que la naturaleza del
grupo R pueda repercutir en la especificidad de tejido de los RSiNOs de tal manera que
es probable que los RSNOs se unan selectivamente a un posible receptor aún no
identificado en la actualidad230.
6.2- EFECTOS FISIOPATOLOGICOS de los RSNOs
A. Efectos hemodinámicos.
En 1990, Myers y otros investigadores232 comprobaron que la respuesta
vasodilatadora de la 5-nitrosocisteina presenta una gran similitud con el EDRE, lo
que no ocurría cuando el estimulo vasodilatador era el NO. Un tiempo después,
Stamler realizó ensayos con 5-nitrosoproteinas y comprobó, que salvo la notable
excepción de la S-nitrosocatepsina, la respuesta vasodilatadora de las 5-
nitrosoproteinas difiere de la del NO y de los RSNOs-BPM que inducen una
relajación rápida y transitoria. La respuesta de la nitrosoproteinas es menos rápida
pero más persistente. El bloqueo de los tioles proteicos con indoacetamida previene
la formación de 5-nitrosotiol y toma a inactivas las proteínas expuestas a NO. Al
igual que otros nitrosodilatadores, su acción es inhibida por azul de metileno, un
inhibidor de la guanilato ciclasa128.
B. Acción sobre la agregación plaquetaria
La membrana plaquetaria contiene grupos sulfidrilo esenciales para mantener su
funcionalidad. Moléculas con grupos tiol en su estructura, como GSH, cisteina y 6-
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mercaptopurina inhiben la agregación plaquetaria. La agregación plaquetaria parece
deberse a la existencia de interacciones directas entre los tioles de las proteínas de la
membrana232. Es posible que los nitrosotioles actúen mediante un mecanismo
relacionado con éstas moléculas. Los RSNOs producen inhibición dosis dependiente
de la agregación plaquetaria inducida con adenosina difosfato (ADP). La tu2 del
efecto antiplaquetario correlaciona con el efecto relajador de la musculatura lisa
vascular229. Del mismo modo que ocurre con el efecto vasodilatador, la acción
antiagregante es inhibida por azul de metileno y mediante carboxiamidación de los
tioles proteicos con iodoacetamida.
C. Efectos sobre la actividad de Guanilato Ciclasa.
Las acciones vasodilatadoras y antiagregantes de los RSNOs-BPM están
mediadas por GMPc. Posteriormente, se ha comprobado este efecto para la
nitrosoproteinas mediante la incubación de éstas en fibroblastos pulmonares. Se produce
un incremento intraplaquetario de GMPc de un 70% con respecto a la concentración
previa a la incuvación.
Debido al escaso número de estudios realizados sobre la producción ¡ti vivo de
estos compuestos, en la actulidad, se desconoce en gran medida- el papel biológico que
pueden desempeñar los nitrosotioles tanto en situaciones basales como en estados
patológicos. Es conocido que los niveles plasmáticos de RSNOs se incrementan en
estados de activación inmune e inflamación133. Recientemente, se ha observado en
humanos que la inhibición de NOS produce un descenso de las concentraciones
224
plasmáticas de estas sustancias . No está aún suficientemente probado, pero es posible
que el hallazgo de niveles alterados de RSNOs tenga significación fisiológica; por
ejemplo, niveles infl-anormales en plasma podrían sugerir predisposición trombótica
debido a la acción inhibitoria de los RSNOs sobre la agregación plaquetaria y la
actividad antiaterogénica del NO. La implicación en otras patologías como
aterosclerosis, hipertensión o shock séptico no se ha valorado en la actualidad. En ratas
se ha observado que los niveles de RSNOs se triplican en el proceso séptico. Sin
embargo, la correlación de dichos niveles con el curso clínico del enfermo séptico no ha
sido considerada ni en humanos ni en animales grandes.
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La determinación de RSNOs aporta infomación tanto por ser una medida directa
de la actividad de NOS’28, como por la repercusión de las acciones biológicas directas
de estos compuestos.
6.3- MECANISMO DE ACCIÓN
222El hallazgo de la producción de RSNOs y su predominio fi vivo , convierte a
estos compuestos en piezas clave para el conocimiento de los procesos fisiológicos
relacionados con el EDRE. A pesar de que el efecto de los RSNOs como agentes
exógenos con efecto vasodilatador ha sido estudiado ampliamente; el mecanismo celular
mediante el cual los nitrosotioles ejercen su acción biológica, pemanece aún bastante
oscuro. Para dilucidar el modo de acción de estos compuestos hay que contemplar todos
los factores que potencialmente pueden influir: su estabilidad, características químicas,
capacidad de penetración célular, su probable interacción con receptores específicos, su
posible efecto como meros transportadores de NO etc. De la consideración de estos
aspectos surgen diferentes hipótesis que tratan de explicar dicho mecanismo:
• Efecto de la estabilidad química de los nitrosotioles como donadores de NO
y sus ¡netabolitos derivados. En un pricipio, debido en parte, a la inestabilidad
química de los nitrosotioles, se contemplé la posibilidad de que la actividad biológica
de éstos pudiera ser consecuencia directa de su rápida descomposición, con la
consiguiente producción de NO en disolución. Dicha inestabilidad ha sido
erróneamente atribuida debido a una inusual reacción de descomposición homolítica
y a que generalmente el estudio se ha centrado sobre la 5-nitrosocisteina, que
233
rápidamente libera NO ¡ti vitro’ . Consecuentemente, estos trabajos han llevado a
considerar equivocadamente a los nitrosotioles como moléculas extremadamente
inestables y cuya acción biológica solo podría tener lugar a través de la liberación de
NO. Los estudios realizados por Mathews y otros autores acerca de la estructura y
estabilidad en disolución de estos compuestos, han podido demostrar que no existe
correlación entre dicha estabilidad química y las actividades biológicas propias de los
nitrosotioles, como la estimulación de la guanilatociclasa, inhibición de la agregación
4,230
plaquetaria y relajación de la musculatra lisa vascular225’23 . Esta disparidad entre
la estabilidad en disolución y su actividad, lleva al autor a concluir que la
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descomposición de los RSNOs produciendo NO en solución no es responsable de la
actividad de éstos.
Activación proteica directa a través de reacciones de transnitrosilación y
formación de disulfuros. El efecto celular directo de la nitroso-albúmina,
nitrosotiol predominante en el plasma222, no parece probable en principio, ya que por
su elevado tamaño, no es capaz de atravesar la membrana celular. Sin embargo, es
posible que existan mecanismos por los cuales los nitrosotioles puedan activar
directamente la guanilatociclasa, a través de reacciones de transnitrosilación del sitio
activo hemo para formar catalíticanwnte NO-hemo activo, sin que sea obligada la
liberación de NO235. En estudios realizados recientemente por Amelle relacionados
con la descomposición de los RSNOs se demuestra que éstos son capaces de actuar
en condiciones fisiológicas como donadores de NO~, NO y
1. En los sistemas biológicos es muy común la descomposición de los RSNOs a
través de mecanismos heterolíticos, en las cuales los RSNOs transfieren NO~
(lón nitrosonium) originando reacciones de transnitrosacióní28•
RSNO —>RS’+NO~
RSNO —~.RS’+NO’
2. Liberación espontánea de NO por descomposición homolitica. En los sitemas
biológicos esta liberación ocurre de un modo mucho más lento y apenas
cuantitativamente relevante237.
RSNO — RS+NO
3. Otra reacción que tiene lugar como consecuencia de la descomposición de los
RSNOs y que indica liberación de N& es la formación de disulfliros que se
acompaña de producción de hidroxilaminay óxido nitroso:
RSNO + 1<5’-> R’SNO + RS’
RSNO + R’R”NH ~ RSI-I+ R’R”NNO
RSNO + R’S’ -~ RSSR’ + NO’
NO’ + B
20 ~ HNO + OH’
2HNO -*N20 + H20
2kM! + MINO -* NI¶20H + RSSR
La transnitrosación y la aceleración de la formación de disulfuros sugieren
mecanismos de regulación en la función proteica a través de la mediación de los
nitrosotioles, y apoyan el concepto de que la actividad biológica de éstos, puede estar
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asociada con su descomposición homolítica y fundamentalmente heterolítica.
Además de la activación de proteínas in vivo128’238, la descomposición heterolitica de
los tionitritos se ha implicado en otros procesos fisiológicos como la inhibición de la
neurotoxicidad producida por glutamato’3t los efectos antibacterianos de algunos
R5N0239 y la inhibición de enzimas que contienen grupos sulfldrilos227.
• Liberación de NO en la superficie de la membrana celular. Otro mecanismo
propuesto, es la descomposición de los RSNOs en la superficie celular en vez de en
solución, produciendo así NO, que por su naturaleza lipofilica, atraviesa la
membrana celular para activar la guanilatociclasa. La generación de NO en la
superficie celular parece ser un mecanismo factible para explicar la actividad de los
240RSNOs
Un estudio realizado en plasma humano revela el grado de liberación de NO
procedente de los nitrosotioles no se incrementaba en presencia de hematíes, lo que
sugiere que el metabolismo en sangre del NO es dependiente de los componentes
plasmáticos. Estos autores postulan que los RSNOs derivados de los tioles proteicos
junto con el ascorbato, son los nitrosotioles que contribuyen en mayor medida a la t,íz
241
plasmática de los RSNOs por ser cuantitativamente más relevantes
6.4- Los RSNO como posibles responsables de la actividad del EORF
Recientemente, ~ y colaboradores han comprobado que la respuesta del
endotelio a estímulos como bradiquinina o a un ionóforo de Calcio (A23 187) no se
explicaba enteramente por la liberación de óxido nítrico. Esta respuesta sólo es
explicable bajo la hipótesis de que la verdadera naturaleza del EDRF sea un compuesto
que contiene óxido nítrico en su estructura pero que posea una capacidad vasodilatadora
mayor que éste. Los RSNOs contienen NO debido a que éste se une con un grupo
sulfidrilo a través de la reducción de un electrón:
NO+RSH ‘> RSNO+H>+&
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229
Dicha incorporación confiere al NO una mayor estabilidad y potencia . Estas
propiedades convierten a los RSNOs en sustancias que hipotéticamente pueden
responder a las caraterísticas del verdadero EDRE y explicar así las divergencias
existentes entre éste y el NO.
231
Myers y otros investigadores han realizado pruebas con 5-nitrosocisteina que
han permitido comprobar que la respuesta vasodilatadora producida por ésta, presenta
una gran similitud con el EDRE, lo que no ocurría cuando el estímulo vasodilatador era
el NO. Una posible razón que puede explicar esta diferencia de potencia es la
varibilidad en cuanto a la estabilidad de estas sustancias en el bioensayo. Al estudiar
dicha estabilidad, se comprobó que aunque la t,¡2 de estos compuestos parece similar al
NO en las condiciones del ensayo, la degradación que tiene lugar durante ella no lo es.
La pérdida absoluta de potencia del EDRE y la N-acetilcisteína en una vida media (30s),
es sustancialmente menor que la del óxido nitrico durante el mismo periodo de
211
tiempo
Wei y colaboradores
243 llevaron a cabo un estudio sobre la actividad de los
tionitritos con un planteamiento diferente. Realizaron el estudio en endotelio de
arteriolas cerebrales y revelaron que la aplicación tópica de 11202 produce anulación de
la respuesta del endotelio a la acetilcolina. Además, el H,0
2 inhibe las respuestas a
nitroprusiato y NO, pero no afecta a las respuestas a la adenosina y de N-acetil-L-
cisteina. Estos resultados muestran que la acción inhibidora del H202 sobre los
nitroprusiatos, probablemente se produzca por oxidación de los grupos tiol, evitándose
así la formación de nitrosotioles. El EDRE producido por acetilcolina y S-nitroso-L-
cisteina producían dilatación aún en presencia del bloqueo inducido por 11202 lo que
sugiere que el efecto del EDRE es un nitrosotiol similar al S-nitroso-L-cisteína.
Furchgott
242 y colaboradores al igual que Wei243 y otros autores finalmente
concluyen que el EDRE se comporta de una forma más similar a los RSNOs que al NO.
Estudios posteriores realizados iii vivo, ponen de manifiesto que las nitrosoproteinas,
producen un efecto vasodilatador más persistente229, lo que podría explicar las
diferencias en cuanto al efecto vasodilatador del EDRE y el NO.
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Todo parece indicar que el EDRY pudiera estar compuesto por varios tipos de
nitrosotioles lo que justificada las diferencias observadas entre diversas especies y
lechos vasculares, en cuanto a su tu2 y actividad biológica. Estos hallazgos convierten a
los RSNOs en compuestos de suma relevancia biológica de los que aún se desconocen
con profundidad los factores que influyen en su formación y actividad, abriéndose asi
nuevas espectativas en el conocimineto y manipulación farmacológica de los efectos del
EDRE. Stamler y posteriormente otros grupos han comprobado que la suplementación
244 245 246
iii viti-o con tioles biológicos potencia la acción del EDRE ‘ ‘ . Esto evidencia que
los grupos tiol reaccionan con N& para formar 5-nitrosotioles provocando de este modo
el aumento del efecto vasodilatadoi~”. Mark y colaboradores han valorado los efectos
vasculares de la administración de N-acetilcisteína en humanos, mediante la estimación
de la respuesta endotelial a la metacolina247. Su hipótesis consiste en que si la actividad
del EDRE se debe únicamente al N0, la suplementación con grupos tiol potenciaría la
respuesta hipotensora de la metacolina. En cambio, si la bioactividad del EDRE se debe
a la existencia de la formación de un derivado iii vivo; entonces, la infusión de tiol
produciría tan solo un incremento leve de la respuesta. El resultado que obtuvieron fié
que no se producían cambios en la respuesta a la metacolina con la administración de N-
acetilcisteina, lo que confirma la función de los nitrosotioles como posibles
responsables de la actividad del EDRE en plasma y músculo liso vascular. Por otra
parte, se pone de manifiesto que la formación de RSNOs no depende de la
concentración en exceso de grupos tiol disponibles sino que debe estar influenciado por
el estado redox u otros factores.
Nuesto trabajo analiza los efectos hemodinámicos de los RSNOs-BPM mediante
el aporte exógeno de glutation y hace una valoración de la importancia del estado redox
en la actividad de éstos. Para ello se administra glutation tanto en animales control
como en los sépticos en los que la producción de NO es elevada.
7. EFECTO VASOPRESOR de la lib: Interacción con NO y RSNOs
Es conocido desde hace varios años, que las soluciones de hemoglobina son
capaces de influir sobre la presión arterial248’249. Malcom demostró que la hemoglobina
producía un incremento del 25-30% de la presión arterial de un modo dosis-
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dependiente en los primeros 15 minutos posteriores a su administración y este efecto era
mantenido a lo largo de 5 horas. Aunque los efectos no están plenamente caracterizados,
esta actividad presora se ha atribuido a la amplia capacidad de la hemoglobina como
atrapador de NO250’25>. Este hecho ha sido confirmado por Kilbourn en un estudio
comparativo de diferentes tipos de Hb sobre la capacidad de éstas para compensar la
hiporeactividad a a
1-agonistas producida por endotoxina ¡ti viti-o. Se observó que tanto
la Hb oxigenada como la desoxigenada presentaban similar efecto revertidor; sin
embargo la formación de cianometa-Hb, Hb incapaz de interaccionar con el NO, no
modificaba la hiporeactividad vascular de las preparaciones tratadas con endotoxina
252.
Jia y colaboradores trabajaron sobre la capacidad vasoconstrictora in viti-o de tres tipos
de hemoglobinas y hemoglobinas modificadas de tal forma que los grupos SH de las
cisteinas y el grupo hemo no fueran capaces de fijar NO. El efecto vasocontrictor
producido fijé menor en el caso de las hemoglobinas modificadas, lo que confirma la
influencia del NO, pero no descarta que otros mecanismos puedan estar
implicados2””54.
La hemoglobina ha sido considerada como el principal captador fisiológico de
NO ¡ti vivo, de hecho la hemoglobina posee una afinidad por el NO al menos diez mil
25
veces superior a la del oxigeno ~. Hasta 1996 era mayoritariamente admitido que el NO
reaccionaba casi instantáneamente con la Hb para ser destruido generando una carga
positiva en la lib. El grupo de Stam¡er ha hallado que el NO además de ser
metabolizado por los grupos hemo, interacciona cisteinas de la lib formando SNO-
hemoglobina2” y postularon que los nitrosotioles son compuestos intermediarios que
actúan transferiendo NO, ejerciendo como moléculas reguladoras de la reactividad del
NO con la lib.
Wennmalm y colaboradores han verificado que la incubación de NO con
hematíes origina diferentes especies dependiendo del estado de oxigenación: en sangre
arterial (saturación de oxigeno 94-99%) el NO principalmente convertía la Hb(Fen)0
2 a
Hb(FeiíOO2 y NO3’ y un pequeño proporción de Hb(Fen)NO. Sin embargo, la
256proporción en la sangre venosa (36-85% saturación de oxígeno) se invierte . Esta
dependencia del estado de oxigenación en el metabolismo del NO con la lib se ha
confirmado ¡ti vivo aunque las proporciones no parecen ser las mismas. Jia y
colaboradores demostraron que también ¡ti vivo tiene lugar la formación
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intraeritrocitaria de SNO-Hb, siendo esta reacción igualmente dependiente del estado de
oxigenación. En general, salvo la excepción de la Hib(Fe1í)NO, la formación de SNO-Hb
es sustancialmente mayor en sangre arterial
253. Si la reactividad de la Hb con el NO es
dependiente del estado de oxigenación, parece lógico que su capacidad vasoconstrictora
esté influenciada, al menos parcialmente, por dicho estado. Sin embargo, Kilbourn halló
similares efectos vasculares en Hb oxigenada y desoxigenada252.
En cuanto a la influencia de la interacción del NO con otros grupos tiol, los
RSNOs no forman compuestos estables con el grupo hemo, tanto en el caso de la
deoxilib como la oxihemoglobina. Participan en reacciones de transnitrosación con
253
grupos sulfidrilos de la hemoglobina . La incubación de eritrocitos con 5-
nitrosocisteina produce una rápida formación intracelular de SNO-Hb(Fe»)0
2. Esta
formación de SNO-Hb intraeritrocitaria no predomina en la misma proporción cuando
la incubación se realiza con 5-nitrosoglutation (GSNO).
De acuerdo con estas observaciones, la reactividad del NO tanto con los grupos
tiol proteicos como con los grupos hemo depende del estado de oxigenación. La
diferencia arterio-venosa en el contenido de SNO-Hb, condujo a Stamler al
razonamiento de que debe producirse liberación de NO durante el tránsito de los
hematies por los tejidos. Según esta hipótesis, el NO se une a los grupos sulfidrilo de la
Hb y ésta transporta NO desde y hacia los tejidos de forma análoga a como lo hace con
el oxigeno
253’2”. Este hecho convierte a la Hb en una molécula reguladora de la
liberación de NO en función del estado de oxigenación. Previamente, Masuda había
hallado que la inhibición de la síntesis de NO exarcerba la disminución de la saturación
de oxígeno de la lib producida por etanol258; lo que indirectamente implica una
dependencia del metabolismo del NO con el estado de saturación de oxígeno de la
hemoglobina y por lo tanto con la oxigenación tisular. Este hecho está en consonancia
con la hipótesis de Stamler acerca de la lib como una molécula reguladora y no como
mero destructor de NO253.
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La reacción del NO con la lib está controlada alostéricamente (ver fig 1-11) en
cuanto a su interacción con los grupos SR de la cisteina 93f3 y por el estado 5pm del
hierro del grupo hemo: la reactividad con el NO es elevada en la oxi o estructura R;
mientras que es baja en caso de la deoxi o estructura T. La liberación de oxigeno en los
tejidos se acompaña de una transformación alostérica de R a 1 causando la liberación de
NO del grupo 93(3 que posiblemente sea transferido a pequeños tioles que pueden
retomar a sus receptores endoteliales. El método experimental empleado para probar
que la liberación de NO está regulada mediante cambios alostéricos de la Hb ha sido
cuestionado metodolégicamente; ya que los autores provocaban dicha transformación
alostérica con ditionito, sustancia que destruye instantáneamente el 255~ Un estudio
posterior realizado nuevamente por el grupo de Staniler confirma químicamente que la
reactividad de la lib con el NO es dependiente del estado de oxigenación y de la
relación NO:11b259. Este último hallazgo es de extraordinaria relevancia en el enfermo
séptico ya que pone de manifiesto que la interacción NO-lib probablemente vane
dependiendo de la cantidad de NO generado en la sepsis. Esta regulación no ha sido
contrastada en experimentos ¡ti vivo y está por demostrar si tiene repercusión
hemodinámica.
Pulmones
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Es importante considerar que los efectos vasopresores de la hemoglobina no se
deben enteramente a su capacidad como captador de NO. La actividad vasoconstrictora
de la Hb ha sido atribuida a diversos factores:
• Al menos parcialmente su actividad vasoconstrictora se produce por el efecto
mediador de la Hb en la transformación de proendotelina a endotelina25t. No existen
aún datos concluyentes sobre la magnitud del efecto de la endotelina como mediador
de la vasoconstricción producida por la Hb. En el estudio realizado por Schultz y
colaboradores se analiza la actividad vasoconstrictora de la lib en presencia de
fosforamidón, un inhibidor de la conversión de proendotelina a endotelina,
encontrándose que éste abolía en un 75% la acción de la proendotelina sobre la
presión arterial media (PAM) y en un 70% la de la Hb. Según estos resultados, el
85% de la acción vasoconstrictora de la Hb debería atribuirse a su efecto activador de
la endotelina y tan solo un 5% a otros factores. Este hecho contradice la relación que
establecen los propios autores y otros investigadores entre el efecto vasopresor de la
Hb y el NO251.
• El aumento de la demanda de oxígeno, producido por la Hb, ha sido relacionado con
su efecto vasopresor. Sin embargo, parece ser independiente de su actividad
260 261vasoconstrictora
• Finalmente, no hay que descartar que otros mecanismos puedan estar implicados. Por
ejemplo, es posible que la lib actúe a través de la iniciación y propagación de la
peroxidación lipídica262; la liberación de eicosanoides vasoactivos263; el metabolismo
de la Hb a bilirrubina264 o a través de su efecto directo sobre el nervio perivascular y
las paredes arteriales265’266’267.
Se han desarrollado numerosos estudios e incluso ensayos clínicos para valorar
el efecto de las soluciones de hemoglobina como potenciales resucitadores del paciente
séptico268. A pesar de su efecto vasopresor beneficioso en el enfermo critico, se han
descrito numerosos reacciones adversas269:
• La pCO
2 arterial es significativamente mayor en animales tratados que en los no
tratados.
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• Se incrementan los niveles plasmáticos de bilirrubina y la fosfatasa alcalina; lo que
puede ser consecuencia de que la lib empeore la perfusión de determinados órganos
como el hígado. Este descenso de los flujos se ha descrito en animales sépticos
tratados con inhibidores de la NOS no selectivos270’27’
• El número de bacterias circulantes en sangre venosa periférica es significativamente
mayor en animales tratados con Hb.
• La lib no parece restaurar la disfunción pulmonar aguda inducida por la sepsis272
pudiendo incluso exacerbaría273.
Los mecanismos que posiblemente contribuyan a los efectos pedudiciales de la
lib son muy diversos. Los hematies lisados presentan capacidad de fijar proteínas del
lipopolisacárido bacteriano incrementando la actividad biológica de la endotoxina274’275
También se ha demostrado que es capaz de estimular la liberación de IL-S y TNiIF-a en
células mononucleares276. Además es capaz de inducir una respuesta inflamatoria
277 272
independiente de la endotoxina. y empeorarar el aclaramiento bacteriano ‘ . Estos
efectos globalmente provocan un empeoramiento de la perfusión microvascular,
exacerbación de la respuesta inflamatoria e interferencia en la capacidad respuesta de
huésped; lo que se traduce en un potenciamiento de los cambios fisiopatológicos y
aumento de la mortalidad272.
Alguno de éstos efectos secundarios se han mitigado mediante el empleo de
soluciones de 1-lb modificadas, “diaspirin cross-linked hemoglobin”, obteniéndose una
251
afinidad por el oxigeno similar a la fisiológica
7.1- ¿PORQUÉ los HEMATÍES NO poseen .1 EFECTO VASOPRESORdeIa Mb
?
La justificación de este hecho no parece hallarse en la penetrabilidad del NO a
través de la membrana eritrocitaria ya que el modelo cinético y el cálculo de la
difusibilidad del NO libre en sangre indica que la hemoglobina debería captar y
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metabolizar todo el NO generado, no permitiendo que éste llegara a manifestar su
actividad278
Un hipotético argumento que explique este fenómeno es que el NO, además de
interaccionar con la lib lo haga con otros grupos SH intraeritrocitarios y
extraeritrocitarios impidiendo que la lib capte en su totalidad el NO circulante. La
molécula portadora de grupos tiol predominante en el hematíe es el glutation.
Efecto del glutation sobre la reactividad del NO
El glutation es un tripéptido (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicocola) que alcanza
concentraciones intracelulares de 10 nM279 , involucrado en diversos procesos celulares
como la defensa antioxidante celular, la destoxificación xenobiótica, antiagregante
plaquetario y el transporte de aminoácidos~& La actividad antioxidante del glutation
reside en la capacidad reductora del grupo tiólico de la cisteina que presenta una
disposición espacial menos susceptible al ataque de sustancias oxidantes en
comparación con otros compuestos con grupos sulfidrilo281. En condiciones de stress
oxidativo como el shock séptico, la célula responde aumentando los niveles de GSH
como resultado de una estimulación de su biosíntesis, lo que permite una cierta
adaptación al stress.
COOH cu
2
H2N-CH-CH2-CONR-CH-CONH-CH2-COOH
Recientemente se ha demostrado que la exposición de neutrófilos humanos a
282NO, origina la transformación intracelular de (tSR a OSNO . Este hecho corrobora
que el glutation pueda desempeñar un papel regulador importante en la reactividad
intracelular del NO.
El glutation es muy abundante en el alveolo pulmonar humano donde reacciona
con el NO formando 5-nitrosoglutation cuya vida media es de varias horas; muy
prolongada comparada con la del NO ¡ti vivo que es del orden de segundos. El
nitrosoglutation reduce la toxicidad de] NO y relaja el músculo de las vías aéreas
humanas
255.
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Un estudio realizado en plasma humano revela que los tioles cuantitativamente
más relevantes en plasma, albúmina y ascorbato, contribuyen en mayor medida a la vida
media de los RSNOs241. El tiol predominante en el eritrocito es el glutation, lo que
sugiere, que análogamente a lo observado en plasma, el glutation sea un probable factor
regulador de las rutas metabólicas del NO intraeritrocitario. De hecho la incubación de
hematíes con GSNO conlíeva la formación limitada de SNO-Hlb intraeritrocitaria2” lo
que puede indicar que la transferencia de NO entre el OSNO y la Hb sea un equilibrio
inestable. Físiológicamnete se ha comprobado la formación de RSNOs
intraeritrocitarios.
Otro hecho que induce a la consideración de que el 0511 puede jugar un papel
fundamental en la regulación de la actividad de NO, es el hallazgo de que el glutation
origina una activación muy marcada de la guanilatociclasa en condiciones anaerobias283.
Esto refleja que puede existir un modo de regulación de la actividad del NO relacionado
con la modulación redox de los sitios activos del enzima.
Jia y colaboradores observaron ¡ti viti-o, que el glutation produce potenciación de
los efectos vasodilatadores de la SNO-Hb(Feu)0
2 y SNO-Hb(Feuuí) y además se detectó
formación de 5-nitrosoglutation lo que sugiere la existencia de reacciones de
transnitrosación intraeritrocitaria. A la vista de estos resultados los autores concluyen
que:
• El equilibrio entre RSNOs y lib tiene lugar a través de la formación de SNO-
lib en circunstancias fisiológicas.
• Pueden ocurrir reacciones de transnitrosación entre el glutation y SNO-Hb en
el interior de los hematíes, donde se ha verificado la presencia de RSNOs de
bajo peso molecular en eritrocitos cargados de SNO-Hb.
• La oxidación del centro metálico de la Hb toma el equilibrio hacia la
formación de OSNO, potenciando su actividad.
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Poco tiempo después de que Jia constatara esta interacción de la Hb con los
RSNO junto con la formación in vivo de OSNO y propusiera al glutation como uno de
los posibles factores relacionado; Singh describió la química del sistema 5-
nitrosoglutation ¡ glutation2t4. La concentración intracelular de NO es sustancialmente
menor que la de GSH, por lo tanto el glutation predominará siempre cuantitativamente
sobre el OSNO. Reproduciendo esta proporción, Sigh valoró, los efectos de la
interacción de OSNO con GSH en exceso en una disolución, y comprobó que el
producto mayoritario no es el NO, como muchos autores habían especulado, sino que se
forma NH
3, N20, glutation oxidado (GSSG) y nitritos lo que revela una nueva química
de los RSNO.
GSSG +~Oi+ H20
OH
GSNO + GSH GS-Ñ-SG GS-N’-OH
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Estos hallazgos fortalecen la hipótesis de Stamler de que la actividad biológica
de los RSNOs, no reside necesariamente en la liberación de NO sino puede estar
asociada tanto a mecanismos homolíticos como heteroliticos.
Las repercusiones hemodinámicas de la interacción glutation-hemoglobina como
moléculas hipotéticamente reguladoras del metabolismo intraeritrocitario del NO es una
cuestión que se desconoce en la actualidad. Nuestro trabajo está dirigido a esclarecer los
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efectos hemodinámicos de esta interacción. La hipótesis barajada por nuestro grupo es
que los hematíes carecen del efecto vasoconstrictor de la lib debido a su contenido en
glutation y a las reacciones de trasnitrosación que se establecen entre la lib y el GSH.
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OBJETIVOS
OBJETIVOS
La sepsis, enfermedad que causa una importante mortalidad, se caracteriza por
graves alteraciones fundamentalmente hemodinámicas y metabólicas cuyo origen no está
plenamente dilucidado. Por ello, es de especial interés el conocimiento de los complejos
mecanismos bioquímicos y fisiológicos que causan dichas alteraciones; así como lograr
métodos que permitan monitorizar adecuadamente al paciente séptico y obtener terapias
más eficaces que las existentes en la actualidad.
Con la finalidad de profundizar en esta parcela del conocimiento científico, el eje
central de este estudio es demostrar el papel de la interacción del NO con otras
moléculas fisiológicas, como la hemoglobina y los tioles de bajo peso molecular, en la
fisiopatología de los cambios cardiovasculares de la sepsis.
OBJETIVOS
:
Demostrar que la hemoglobina produce cambios hemodinámicos sistémicos y
regionales en la sepsis, consistentes con un efecto captador de NO circulante.
2.- Demostrar que el glutation produce cambios hemodinámicos en la sepsis debidos a la
reacción de los grupos —SH con el NO (formación de nitrosotioles).
3.- Demostrar que existe una interacción entre el glutation y la hemoglobina mediante
reacciones de trasnitrosación en la sepsis.
4.- Demostrar que la liberación de NO en la sepsis induce lesión celular; lo que se puede
probar mediante la identificación de cambios inmunohistoquimicos (detección de
nitrotirosina en muestras de tejido).
5.- Demostrar en este modelo que la sepsis aumenta la producción de nitrosotioles como
manifestación del aumento de la producción de NO.
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OBJETIVOS
HIPÓTESIS
:
HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 1
1. La hemoglobina produce efectos hemodinámicos en la sepsis debidos a la captación
de NO.
HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 2
2. La captación de NO por la hemoglobina sucede en los grupos —51-1 (presentes en los
residuos de cisteina), para formar nitrosohemoglobina; por tanto, esta interacción es
susceptible de sufrir reacciones de transnitrosación con otros tioles.
HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 3
3. El glutation revierte los efectos vasoconstrictores de la hemoglobina.
HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 4
4. La liberación de NO en la sepsis induce daño celular que puede ser identificado
mediante la detección por inmunohistoquimica de residuos de nitrotirosína.
HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 5
5. El aumento de la formación de NO en la sepsis da lugar a una elevación de
nitrosotíoles
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MATERIAL Y METODOS
En este estudio se han analizado dos tipos de modelos séptico, cada uno de ellos
destinado a demostrar un objetivo:
1. Modelo de sepsis porcina:
- Permite realizar un estudio completo de la evolución séptica, especialmente en
lo referente a la hemodinámica regional y parámetros de perfUsión regional.
- Estimar en este modelo las variaciones que sufren los RSNOs.
- Medir el daño producido por 0N00 en un modelo de sepsis aguda.
- Valorar la lib como resucitador del shock y sus efectos en la hemodinámica
regional.
- Estudiar si existen reacciones de transnitrosación entre la lib y los grupos tiol.
2. Modelo de sepsis en humanos:
Permite valorar qué valores adquieren los niveles de RSNOs en la sepsis humana y
si dichos niveles guardan relación con el estado clínico del enfermo.
Para ello se han desarrollado los modelos que a continuación se describen:
1. MODELO DE SEPSIS EXPERIMENTAL
El modelo consiste en la inducción de una situacion de sepsís mediante la
administración intravenosa de un inóculo de E coli vivos en cerdos anestesiados. Esta
intervención induce los cambios hemodinámicos (vasodilatación sistémica,
vasoconstricción pulmonar, hiporespuesta a agentes adrenérgicos, etc.), hematológicos
(leucopenia, trombopenia, hemoconcentración) y bioquímicos (acidosis metabólica,
incremento de la lactatemia...) característicos del shock séptico.
A) Protocolo de estudio
El protocolo se ha diseñado para estudiar los cambios hemodinámicos sistémicos
y regionales asociados a la sepsis, los efectos de la lib como molécula captadora de NO,
y evaluar el efecto del glutation como posible molécula que compite con la lib por el
NO. Por ello, el estudio puede englobarse en tres grandes fases consecutivas:
10. Evolución de la sepsis: bioquímica, hemodinámica e inmunohistoquimica.
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20. Análisis de los efectos de la Hb.
30 Efectos hemodinámicos del GSH como molécula potencialmente revertidora
de la acción de la Hb.
La sepsis se induce en animales anestesiados mediante la administración por vía
intravenosa de un inóculo de E coil vivos (l0~ UFC/mL) inyectando 1,5 mL/kg en
infusión durante 30’. Esta dosis producía cambios hemodinámicos y bioquímicos (ver
resultados) compatibles con una situación de shock séptico (hipotensión, disminución
de la resistencia vascular sistémica, aumento de la resistencia vascular pulmonar,
leucopenia, acidemia, hiperlactatemía e hipoxemia). En estos animales se mantenía una
FiO2=l, para evitar el factor de confusión de los efectos de la hipoxia (secundaria a la
lesión pulmonar asociada a la sepsis) sobre las variables estudiadas; y se infundía suero
salino al 0.9% (15 ml¡kg/h) durante todo el experimento.
Una vez inducida la sepsis se observa la evolución del animal durante cuatro
horas y posteriormente se llevan a cabo las diferentes intervenciones: administración de
Hb y GSH. El procedimiento experimental seguido en este trabajo aparece
esquematizado en la siguiente figura:
O —
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Fig M-i Esquema del modelo experimental
Las medidas hemodinámicas se han hecho antes (t=0) y después de la infusión del
inóculo (t=30’), así como en las siguientes horas de evolución posteriores a la inducción
séptica: lh, 2h, 3h, 4h y Sh. Las pruebas bioquímicas y las medidas de RSNOs y
nitratos y nitritos se han realizado en estado basal, a la hora de la inducción séptica y en
1
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la cuarta hora de evolución. La pCO2~ se ha medido antes de la inducción séptica y
después de 1, 3 y 4 horas posteriores a la inducción.
Las diferentes intervenciones experimentales en los animales con sepsis se realizaban
a partir de la cuarta hora después de iniciar la infusión de E cvii. Los efectos de la Hb
eran medidos a los 15’ de la infusión de cada una de las dosis y los efectos del glutation
eran medidos al minuto de su administración y cada 5’ durante un periodo de 15’.
Los animales se han agrupado de la siguiente manera:
— Grupo A: 6 cerdos control.
— Grupo B: 6 cerdos control que recibían hemoglobina (100; 200 y 400 mg. kgl.lfi
en infusión continua) seguido de bolo de lg de glutation reducido.
— Grupo C: 6 cerdos sépticos.
— Grupo D: 6 cerdos sépticos que recibían las mismas dosis de hemoglobina seguido
igualmente de un bolo de lg de glutation reducido.
— Grupo E: 6 cerdos control a los que se les administraba un bolo de lg de glutation
reducido.
— Grupo F: 6 cerdos sépticos a los que se les administraba un bolo de lg de glutation.
Adicionalmente, se ha realizado el análisis inmunohistoquimico para determinar
nitrotirosina en los siguientes grupos:
- Grupo 0: 4 cerdos control
- Grupo H: 3 cerdos sépticos
- Grupo 1: 4 cerdos control tratados con Hb
- Grupo J: 4 cerdos sépticos tratados con lib
Han sido estudiados cerdos jóvenes (22 —27 kg de peso) que eran intubados por
traqueostomia y conectados a un respirador volumétrico con una frecuencia respiratoria
de 10 ciclos por minuto y un volumen corriente de 15 mL/kg.
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B) MONITORIZACIÓN
Los animales estaban monitorizados mediante un catéter Swan-Ganz en la
arteria pulmonar (5F, Abbott Labs, North Chicago, USA) introducido a través de la
vena yugular interna derecha, que permite la monitorización de las presiones arteriales
pulmonares y del gasto cardiaco; y un cateter venoso yugular para la administración de
líquidos y la infusión de diazepam y morfina; un catéter en la arteria carótida para la
monitorización de la presión arterial y la obtención de muestras de sangre. Las presiones
arteriales sistémica y pulmonar se monitorizaban mediante un monitor Hewlett Packard.
La presión capilar (de enclavamiento) pulmonar se midió inflando el balón del que está
provisto el catéter de Swan-Ganz con 0,5 c.c. de aire hasta que la curva de registro de
presión de la arteria pulmonar pierde su morfología normal, sufriendo un aplanamiento
hasta valores por debajo del valor previo de la presión diastólica en la arteria pulmonar.
El gasto cardíaco se medía con un computador Oximetric 502/CO (Abbott
Laboratories, Illinois 60064, USA) mediante la técnica de termodilución y cada medida
se realizaba por triplicado, tomando la media como el valor adecuado. Los gases
arteriales y venosos se median con un analizador de gases (ABL 500 Radiometer).
Adicionalmente se realiza una laparotomía y se identifican dos asas del intestino
delgado, correspondientes al yeyuno proximal y a] íleon dista], para la inserción de dos
tonómetros (Tonometrics mc, Massachussettes, USA) que permiten la medición de la
pCO2 intramucosa intestinal, como indicador del estado de perfusión de la mucosa
intestinal.
Mediciones de fluio
:
Tras la identificación de las estructuras pertinentes, se sitúan sondas para medir
el flujo mediante el efecto doppler en la vena porta (Flujo portal = Qp), y en la arteria
mesentérica superior (Flujo de la arteria mesentérica Qm).
En la pared de los dispositivos utilizados existe un cristal piezoeléctrico
diminuto que cuando recibe energía con un aparato electrónico adecuado transmite el
sonido a una frecuencia de varios millones de ciclos por segundo. Una parte del sonido
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lo reflejan los hematíes del flujo, de tal forma que las ondas sonoras regresan de la
sangre al cristal. Estas ondas tienen menor frecuencia que la onda transmitida ya que los
glóbulos rojos se están separando del cristal transmisor, éste es el llamado efecto
doppler. La onda transmitida se interrumpe de forma intermitente y la reflejada es
recibida de nuevo en el cristal y amplificada considerablemente por el dispositivo
electrónico. El equipo permite medir la diferencia de frecuencia entre la onda
transmitida y la reflejada, calculándose así la velocidad de flujo de sangre.
Vena
Cava jisicijor
k~rAáso
C) FÁRMACOS UTiLIZADOS
ANESTESIA
• INDUCCIÓN ANESTÉSICA:
- Ketaniina 7-10 mg/kg.
- Fentanilo 5 gg¡kg.
- Pentotal lmg/kg.
- Bromuro de pancuronio lc.c./30’.
• MANTENIMIENTO:
- Diazepam 0,lmg/kg/h. Morfina (10 mg/h).
- Bolos cada 30’ de fentanilo 2,5 .igfkg + Bromuro de pancuronio (lc.c./kg).
Eig M-2: Situación de los dispositivos medidores de flujo
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APORTE DE FLUIDOS:
- Suero salino 0,9%: 40 mL/kg/h
- Coloides: poligenina (Hemoce®) 0,3 L/kg/h.
Además de la estabilización del animal, se han realizado intervenciones
farmacológicas que han consistido en la administración intravenosa en infusión de una
solución de Hb, cuya preparación se detalla posteriormente, a las dosis de 100, 200 y
400 mg/kg/h. Posteriormente, los animales recibían lg de GSH (Sigma 0-4251), San
Louis, Missuri, USA), disuelto en lOmL de suero salino que se administraba en bolo por
vía intravenosa.
D) CÁLCULOS HEMODINÁMICOS
Las variables hemodinámicas derivadas se calcularon de acuerdo con las
siguientes fórmulas:
• Índice cardíaco corregido (IC) (mL.mintkg’) = gasto cardíaco (mL/mm) ¡ peso
corporal (kg).
• Flujo portal corregido <Qp) (mL.mi&’.kg’) = flujo portal (mL/niin) ¡peso corporal
(kg).
• Flujo mesentérico corregido (Qmes) (mL.min%kg’) ) = flujo mesentérico
(mL/mm) / peso corporal (kg).
• Resistencia vascular sistémica (RVS) (mmHg.min.kg.mL’) = [presión arterial
media (mm Hg) - presión venosa central (mm Hg)] ¡ IC (mL.min’.kg’).
• Resistencia vascular mesentérica estimada (RVM) = presión arterial media
(mmlig) / flujo mesentérico corregido (mL.mintkgi).
E) PREPARACIÓN del INÓCULO BACTERIANO
La cepa bacteriana utilizada en este estudio para la obtención del inóculo
deseado procede de una muestra clínica analizada en el “Laboratorio de Microbiología
del Hospital Universitario de Getafe” en la que se aisló como agente infeccioso una
cepa de Eseherichia cok en cultivo puro.
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Periódicamente se realizan resiembras en placas de Agar Sangre de dicho
microorganismo. El día anterior al experimento se inoculan lOOmL de medio de cultivo
líquido (extracto de carne, agua de peptona y proteasa) con unas dos o tres colonias
bacterianas y se inoculan durante 24h a 370C obteniéndose una suspensión bacteriana de
i08 UFC/mL. La concentración de E. Cali alcanzada por el inóculo es constante debido
a que la concentración de nutrientes es constante, siendo dicha concentración de
nutrientes lo que limita el crecimiento bacteriano hasta este valor.
Dicha concentración bacteriana es confirmada mediante incubación de
diluciones seriadas del inóculo obtenido sembradas de forma cuantitativa sobre placas
de Agar Sangre las cuales son incubadas bajo las mismas condiciones que el inóculo
inícial. Transcurridas 24h se realiza el recuento correspondiente. Los resultados
confirman la reproductibilidad del 285, 286
Control del ináculo
:
Al estudiar el crecimiento bacteriano de E. coli en un medio de cultivo líquido,
se observan cuatro fases de desarrollo; variando la velocidad de multiplicación de
acuerdo con la siguiente curva:
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Fig M-3: Curvade crecimiento de un inóculo de E. coil
El inóculo comienza su crecimiento de modo exponencial tras un periodo de
latencia (Fig M-3). La población bacteriana mantiene este crecimiento durante un
tiempo que se halla limitado por el agotamiento de nutrientes disponibles; tras el cual,
fase
estacionaria rase de muene
Tiempo
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las bacterias entran en fase estacionaria. De esta forma, es posible estandarizar el
inóculo bacteriano manteniendo constante la concentración inicial de los nutrientes del
medio de cultivo. Tras el agotamiento de alguno de los nutrientes cesa el crecimiento
286
exponencial generándose un inóculo constante
Con el fin de estimar la variabilidad del inóculo con el tiempo se ha llevado a
cabo un control del crecimiento bacteriano. Para ello, se ha determinado (por duplicado)
la concentración microbiana en diferentes períodos de su desarrollo bacteriano. El
cálculo de dicha concentración se ha realizado mediante el recuento de colonias
bacterianas tras 8, 20, 22, 24 y 26h de incubación.
CONTROL DECRECIMIENTO DEL INÓCULO
loto -
lo’
L [comú7]Ou-
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Fig M-4: Curva de crecimiento del inóculo utilizado.
Como puede observarse en estos resultados, las bacterias se hallan en fase de
crecimiento estacionario a partir del control de las 20h, lo que garantiza la estabilidad
del inóculo en el momento de la infusión (24h después del comienzo del crecimiento).
Un cultivo microbiano en crecimiento equilibrado cumple que la velocidad de
aumento de bacterias en un tiempo dado es proporcional al número o masa de bacterias
presentes en ese tiempo. La estabilidad en la biomasa va acompañada de constancia en
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las demás propiedades medibles de la población como proteínas, RINA, DNA y agua
intracelular. Como se observa en la siguiente figura (Fig. M-5), el número de bacterias o
masa bacteriana se mantiene en todos los inóculos y por lo tanto el contenido en
proteínas responsables de su acción patógena es igual en los inóculos utilizados en el
experimento. Dicho de otro modo, esta técnica de preparación hace posible el reproducir
un inóculo constante.
ESTUDIO DE REPRODUCTIBILIDAD
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FiQ M-5: Reoroductibilidad del inóculo: todos los inóculos estudiadosmantenían una concentración constante.
F) TÉCNICAS HEMATOLÓQIGAS
Medición de hemoalohina
:
Se ha determinado su concentración tanto en las soluciones de hemoglobina
empleadas; como en el seguimiento de la hemoglobinemia de los animales estudiados a
lo largo del transcurso experimental. En ambos casos el procedimiento empleado ha
sido un “método mod~ficada de Cíanmetahemoglobina”.
Método modf/icado de Cianmetahemoglohina
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El método de la cianmetahemoglobina es el método de referencia recomendado por la
ICSH (International Committee for Standardization in Haematology)287. Frente a otros
procedimientos posee ventajas fúndamentales:
1. Los tipos de hemoglobina predominantes (hemoglobina, metahemoglobina y
carboxihemoglobina) son transformadas a cianmetahemoglobina
incluyéndose así en la medición.
2. Los estándares secundarios estables han sido internacionalmente comparados
y aprobados por la WHO (World Health Organization) para ser utilizados en
la calibración.
3. La cianmetahemoglobina presenta una banda de absorción amplia y
relativamente plana a 540 nm, lo que permite su medida mediante diferentes
288
técnicas
Se requiere la adición de un diluyente que contiene:
— Cianida potásica y ferricianida potásica para efectuar la conversión de los diferentes
tipos de hemoglobinas a metahemoglobina
— Fosfato potásico dihidrogenado para disminuir el pH y así acelerar la reacción
permitiendo la lectura de la absorbancia a los 3 minutos.
— Detergente no iónico para acelerar la lisis celular y reducir la turbidez debido a la
precipitación de proteínas, que es por otra parte consecuencia del bajo pH alcanzado por
el fosfato potásico dihidrogenado.
La solución obtenida es medida espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 540 nm utilizándose como blanco de referencia el propio diluyente. Es
conveniente que la onda de luz generada por el instrumento sea verificada con una
escala de absorbancias de calibradores que consisten en soluciones de
cianmetahemoglobina.
Este método ha sido modificado para su aplicación en instrumentos
automatizados que incluyen varios agentes lisantes y lecturas de absorbancia en
peñados de tiempos menos prolongados y a diferentes longitudes de onda. El
instrumento utilizado ha sido un analizador hematológico Coulter Max (Miami Florida
USA).
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Interferencias:
Ciertas características patológicas de determinadas muestras pueden conducir a
un error de exactitud en la estimación de la Hb:
• La presencia de sulfahemoglobina puede repercutir en una infraestimación de la Hb.
Este tipo de Hb está presente en ifimadores, circunstancia carente de sentido en una
hemoglobina de origen animal.
• El método es sensible a la presencia de turbidez provocada por una leucocitosis
extrema y a elevadas concentraciones plasmáticas lipídicas y proteicas. Las muestras en
las que ha sido determinada lib en ningún caso superaban los 40 xIO9WBC/L y tanto la
concentración de proteínas plasmáticas como la de triglicéridos, son sustancialmente
inferiores a las que causan inteiferencia.
Recuento leucocitario
:
Se han realizado recuentos leucocitarios tanto en condiciones basales como en
los periodos de 1 y 4h posteriores a la infusión bacteriana. La existencia de leucocitosis
o por el contrario leucopenia constituye uno los principales parámetros hematológicos
diagnósticos de sepsis. El instrumento automático utilizado (Coulter-Max, Miami
Florida USA) realiza el recuento por medidas de impedancia con corriente
electromagnética de baja frecuencia dependientes fundamentalmente del volumen
celular y por desviación de radiaciones luminosas a l0-70~ cuando las células son
atravesadas por una radiación láser que varía en función del tamaño, estructura y
reflectividad de la célula.
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G) DETERMINACIÓN DE S44ITROSOTIOLES
Los 5-nitrosotioles presentan una serie de propiedades espectrofotométricas,.
que permiten su medida por espectrofotometría directa, ya que los derivados de una
amina terciaria simple presentan un coloración roja, los tionitritos terciarios son verdes
y los RSNOs proteicos son rojo-naranja en el espectro 11V-VIS. Sin embargo; éste
método tiene dos inconvenientes importantes: por una parte carece de sensibilidad, su
límite de detección oscila aproximadamente entre 0.1-10 mM y por otro lado, la luz que
emite el espectofotómetro puede promover la descomposición fotolítica de los RSNOs.
Debido a esta serie de inconvenientes, se ha desarrollado el “método de Saville”
que en un principio tité pensado para determinar tioles y que posteriormente fUe
adaptado para la determinación de RSNOs. Es un método altamente sensible cuyo limite
de detección oscila entre 1,0- 0,5 hM. En soluciones acuosas puede llegar a detectar
concentraciones 0,2 ¡.tM289. La exactitud del método varía dependiendo de la
concentraciones de nitrosotioles a las que se esté trabajando. Saville cifra la exactitud
del método para una concentración de 0,2 gM en un 10%, mientras que para
concentraciones 10 iiM esta variabilidad es tan solo de 2-3% y para concentraciones
40¡tM la exactitud oscila entre un 1-2%.
Fundamento
2RSNO + Hg2~ —* Hg(RS» + 2NO~ (1)
NO~ + Ar-NH
2 -> Ar-N2~ + H20 (2)
A? + Ar-N2~ -* Ar-N=N-Ar’. (3)
Como se muestra en las expresiones anteriores, la reacción tiene lugar en dos pasos:
(1).- En un primer lugar, el grupo NO~ se desplaza de los grupos tiol mediante
reacción con el ión mercurio. Esta hidrólisis extremadamente rápida puede ser explicada
asumiendo que estos cationes metálicos, poseen alta afinidad por los sulfuros formando
una rápida y reversible coordinación con los 5-nitrosotioles para formar un complejo,
que permite que la lábil unión N-S sea entonces altamente susceptible al ataque
nucleofilico de las moléculas de agua:
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(2).-Bajo condiciones acídicas (HCL 0,5 mM ), el grupo NO~ reacciona con
sulfanilamida (Ar-NH2).
(3)-En un segundo paso, la sal de diazonio (que se forma de modo equivalente a
los tionitritos) es acomplejada con una amina aromática, N-(1 -naftil)-etilendiamina
(Ar’) para formar un intenso color que se mide a 540 nm.
NHJ-1804 + + i%O
NH4SO3NH2 (1)
Hg~RSNO-~HONO
(2)
Afl4H2HX (ArN~N)~X +H20
La formación de sal de diazonio (2) es prácticamente exclusiva y mucho más rápida que
la vía alternativa (1)289.
Reactivos:
Solución A: sulfanilamida 1% en solución 0,5 M HCl.
Solución B: la misma solución A a la que se le añade HgCI2 0,2%.
Solución C: solución 0,02% de (N-(l-naftil)-etilendiamina dicloruro en HCl 0,5 M.
Tratamiento de la muestra:
Las muestras extraídas en tubos vacutainer con gel separador eran centrifugadas
inmediatamente a 4000 rpm durante 4 mm y eran procesadas inmediatamente.
Se han hecho pruebas con muestras plasmáticas empleando EDTA-K~ como
anticoagulante con el fin de prolongar la t1¡2 de los RSNOs, ya que éstos se ven
afectados de manera muy importante por la presencia de metales, especialmente de
iones Cu
2~, que son quelados por el EDTA. Sin embargo, se observó que el EDIA
2+
reaccionaba con los componentes de la solución B, probablemente quelando Hg y
formando un complejo coloreado que absorbe a la misma longitud de onda lo que
ongina una interferencia importante para la determinación de RSNOs por este método.
También se han realizado mediciones en plasma utilizando heparmna de litio como
anticoagulante. Sin embargo, no pudo ser aplicado por la aparición de importantes
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interferencias por turbidez a pesar de que el plasma era procesado y separado del
paquete de hematíes inmediatamente
Procedimiento:
Se toma un volumen de muestra que puede oscilar entre 50 ¡.¿L y 1 mL al que se
le añade un volumen equivalente de la solución A. Igualmente, se añade un volumen
equivalente de solución B para el mismo volumen de muestra. Las dos mezclas se
dejan reaccionar durante 5 minutos con el fin de que se complete la formación de la sal
de diazonio y posteriormente se añade un volumen equivalente de la solución C en cada
una de las mezclas. Esto se realiza en todos los puntos de medida.
Cuando se añade la solución C se desarrolla una coloración que tiene lugar
debido a la formación del complejo azoico. El desarrollo del color es rápido,
generalmente se completa entre 3 y 5 minutos no aumentando su intensidad en un
periodo de tiempo prolongado. Después de 8 minutos se realizan las mediciones frente a
un blanco de agua destilada. Las medidas espectrofotométricas se han realizado a una
longitud de onda de S4Onm en un espectrofotómetro (Hitachi U-2000 Nalca Warks
—modelo 12 1-0003— Tokio, Japón). La absorbancia debida a los RSNOs se cuantifíca
mediante la diferencia de absorbancia de la mezcla con solución A menos la
absorbancia de mezcla con solución B.
Linealidad
Se ha comprobado el comportamiento lineal de este método, empleando para
ello soluciones acuosas con concentraciones crecientes de nitrosoglutation (GSNO)
como ejemplo de RSNO.
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LINEALID AD; patrones acuosos de GSNO
-4
[t!ibcuotL¿J
HgM 6: estudio de linealidad de la reacción de Saville en soluciones acuosas de GSNO.
Así mismo se ha comprobado que esta reacción se comporta igualmente de
forma lineal cuando la matriz empleada son sueros humanos. Para ello se ha utilizado
un pooí de sueros de sujetos sanos procesados 72h después de su extracción con el fin
de que se complete la degradación de los posibles RSNOs existentes y se ha añadido
cantidades crecientes de GSNO.
LINEALIDAD: sueros humanos + patrón interno
o
r = 0,99
R2= 0,98015
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Fis M 7: Estudio de linealidad de la reacción
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Patrón interno
La determinación de RSNOs requiere una sensibilidad elevada debido a que las
concentraciones plasmáticas de RSNOs son del orden gmolar. Con el fin de incrementar
la sensibilidad se ha utilizado un patrón interno.
El patrón interno (PI) es una solución acuosa de GSNO 5OgM (SIGMA-
N4148). Lat1¡2 del GSNO en solución acuosa a pH 7,4 y 370C es del orden de 159 h290.
Con el fin de aumentar su estabilidad las soluciones de GSNO se preparaban en medio
ácido (HCI 0,5 M) y se conservaban en alícuotas a -70a>C durante un periodo no
superior a 2 semanas. Estas soluciones se han preservado de la luz en todo momento
para evitar su fotodescomposición.
El PI se añade al volumen de muestra de tal forma que se obtenga una serie de
concentraciones crecientes. La concentración de la muestra se calcula mediante
extrapolación de la recta obtenida sobre el eje de abscisas como puede verse en el
siguiente ejemplo:
Cálculo de la concentración de una muestra
0,03
0,025
0,02
Abs 0,015
0,01
0,005
o
-0,005
Fig. M 8: Ejemplo del
0 2 4
RSNOs (gM]
cálculo de la concentración de una muestra.
r=0.9905
R20.9811
a=O.01 13
b=01J024
-4 -2 6
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H) DETERMINACION DE NITRATOS Y NITRITOS
Se ha empleado un analizador Nitric Oxide Analyzer NOATM 280 (Síevers
Instruments. Boulder USA) que utiliza como señal la quimioluminiscencia que genera
la reacción de NO con ozono. El fUndamento del método es el siguiente:
Reacción de auimiolum¡niscencia: NO + 03
La emisión de luz que acompaña la reacción de ozono y oxigeno con gases
como el NO, NO2, CO y 502 está descrita desde los años seseinta
291. Se encontró que el
oxigeno reaccionaba con todos estos gases mientras que el 03 reaccionaba de manera
más eficaz con NO. Estas son las bases de la selectividad del ensayo de
quimioluminiscencia para la determinación de NO. La reacción de NO con 03 lleva a la
formación de dióxido de nitrógeno, parte del cual se encontrará en estado excitado
(NO
2) 291:
NO+03—>NO2
En estado excitado, los electrones son inestables y disipan energía para recuperar
su original estado de estabilidad. El exceso de energía del N02* hace que tienda a la
estabilización por la interacción con otras moléculas de gas (M) o la liberación como
fotón:
N02* —> NO2 + hv
NO;+M -*N02+ M
La luz emitida se encuentra dentro del espectro infrarrojo (—‘ 640-3000 nm) con
un pico de intensidad a -4100 nm. Los fotomultiplicadores empleados para detectar la
luz emitida, son sensibles solo para longitudes de onda por encima de 900 nm. Aunque
la suma de luz emitida por la reacción NO + 03 está en el rango aún de 600-900 nm es
suficiente para hacer del ensayo de quimioluminiscencia uno de los métodos más
sensibles disponible para la medida de NO.
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La reacción de quimioluminiscencia es rápida y tiene lugar a una baja energía
de activación292 . A diferencia del NO, otros óxidos de nitrógeno como el dióxido de
nitrógeno, reaccionan más lentamente y requieren una energía de activación mayor292.
Consecuentemente las señales producidas por NO no se afectan por NO
2, aún cuando
éste se encuentre a concentraciones elevadas
293.
En 1970, Fontijin, Sabadell y Ronco utilizaron estos principios teóricos para
293
construir el primer analizador de quimioluminiscencia aplicable a la medida de NO
Ellos demostraron que la luz emitida era linealmente proporcional al contenido de NO
de la muestra en un amplio rango y que éste no era interferido por NO
2, CO2, CO, C204,
NH3, So2 O H20
293.
Analizador de puimioluminiscencia
:
El esquema de funcionamiento de estos instrumentos se sintetiza en el siguiente
esquema:
MUESTRA
emitida
Fig M 9: fimdamento básico del analizador de quin,ioluminiseencia
Consiste en una cubeta de reacción donde tiene lugar la reacción de
quimioluminiscencia, un detector que mide la luz emitida y un integrador de señales.
Debido a las especiales características de la reacción NO + 03 se requieren algunos
requisitos adicionales:
• Folomuláplicador:
Como el N0
2 emite una luz infrarroja relativamente débil, el detector de elección
para la reacción NO + 03 es un fotomultiplicador, debido a su sensibilidad a niveles
bajos de luz en el espectro infrarrojo. En el fotomultiplicador, los fotones golpean una
superficie fotosensible y el impacto libera electrones que son acelerados por un campo
eléctrico a una superficie sensible a los electrones. Cada impacto de un electrón causa la
emisión de varios electrones desde el primer dínodo hasta el segundo. Este paso es
eléotñca
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repetido varias veces y finalmente los electrones son atraídos hacia el elemento terminal
cargado eléctricamente, el ánodo. La amplificación de esta cascada es del orden de
millones de electrones al ánodo por cada electrón emitido desde la superficie
fotosensible294.
Además de su elevada sensibilidad, otra ventaja del fotomultiplicador frente al
detector de luz convencional es la estabilidad de la corriente de fondo. A pesar de
ello, existen factores que pueden alterarlo como la temperatura, la luz y el voltaje de las
condiciones basales.
• Temperatura:
La corriente de fondo del fotomultiplicador es fUertemente dependiente de la T8,
se duplica por cada 100 C que se incremente la El’ 294 Para reducir dicho mido de fondo
este analizador de quimioluminiscencia está equipado con un sistema de enfriamiento
que mantiene la T8 del fotomultiplicador a -200C.
• Vacío:
Es esencial para el correcto funcionamiento de la técnica que se mantenga una
presión reducida de 1-15 mniHg debido a lo siguiente:
- Evacúa los gases que pueden absorber energía de especies excitadas de NO
2’,
dando como resultado más moléculas de NO2’ que emiten luz.
- El vacio estabiliza el NO eliminando oxígeno. El oxígeno rápidamente
convierte elNO a NO2 que no produce luz medible en contacto con el ozono
293.
- El gradiente de presión sirve como fuerza que conduce la muestra a la cubeta
de reacción.
• Flujo de gas:
Para obtener resultados óptimos, tanto el flujo de muestra como el de gas de
ozono debe ser constante294. El flujo de gas a través del generador de ozono se fija
mediante el uso de un compresor, aire más seco que aire ambiental295. El ozono es
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aportado en exceso, por lo que su consumo por la reacción con el NO es despreciable.
El flujo de inyección de muestra puede influir, por lo que cada una de la
determinaciones se realizaba por duplicado con el fin de confirmar que este efecto no
tenía lugar.
• Integración de la señal:
El instrumento dispone de un contador de fotones integrado en el cual el usuario
puede definir los intervalos de tiempo. Esta integración permite medir la intensidad de
la señal. El cálculo se realiza considerando las áreas bajo la curva.
Esauema del analizador de puimioluminiscencia
:
Fin M 10: Escuema del analizador de pusnuolun,m,soencsa Los nitratos y nitritos reaccionan ccti el ozono y la setial
quimioluminiscente que se emite es integrada por una computadora que calaña la concentración a través de las áreas de los picos
obtenidos. PMT: fotomultiplicador, IR: infrarrojo
Eliminación
Válvula
mwceion
de n~uestra
Medidor de flujo
(opcional)
anhjento
Filtro dc IR
Mrt
Computadora para
miegar la señal
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Anlicación tiara muestras liquidas
:
A temperatura ambiente el NO tiene un coeficiente de partición 20. Esto
significa que en un sistema que contiene ambos, gas y fluido, existe una proporción de
gas 20 veces superior a la de líquido. Consecuentemente, cuando un especimen de
fluido corporal (no sometida in vivo al contacto con la fase gaseosa) es introducido en
un sistema en el que el gas predomina sobre el líquido y es aspirado en el analizador de
quimioluminiscencia, el NO que contiene la muestra escapa a la fase gaseosa mediante
aceleración de la especie líquida con un flujo constante de un gas inerte (en nuestro caso
el N2). El flujo de gas se mantiene constante en un valor — 8-10 mL/mm mediante una
válvula reguladora, lo que permite obtener resultados óptimos.
La muestra sometida a un agente reductor a pH ácido, los NOj y se convierten
en NO
296. El proceso global que tiene lugar, se resume en la siguiente ecuación:
NOj+2H> +¿ -*NO+H
20
En condiciones más drásticas de reducción, no solo los nitritos sufren esta
reacción sino que también los nitratos.
NO3+4H~+3¿ ->NO+H20
Para alcanzar estas condiciones se ha utilizado como agente reductor tricloruro
de Vanadio III. A temperatura elevada (900C), el vanadio es capaz de reducir N03,
permitiendo la determinación conjunta de estas especies.
El cálculo de las concentraciones se realiza a través de una recta de calibrado
realizada con soluciones acuosas de concentraciones conocidas de nitritos y nitratos.
Debido a la linealidad de la técnica, podemos obtener valores de concentraciones
mediante extrapolación en dicha recta de calibrado.
La medida de nitratos y nitritos por quimioluminiscencia es probablemente el
método más sensible disponible en la actualidad
296. Las señales no se ven afectadas por
nitro y nitrosocompuestos2~. LaNM-nitro-L-arginina y los nitrosotioles también
producen señales quimioluminiscentes con los reactivos empleados para los nitratos y
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nitritos297. Por lo tanto, mediante está técnica es posible evaluar todos los productos
finales de la producción de NO.
1) OTRAS DETERMINACIONES BIOQUIMICAS -__________________
Además de la medida de nitratos, nitritos y nitrosotioles se realizaron una serie
de determinaciones de carácter general con el fin de monitorizar los cambios
bioquímicos producidos por la sepsis.
Las pruebas bioquímicas cuyos métodos analíticos se describen a continuación
han sido realizadas en un autoanalizador automático Hitachi 747 (Boebringer
Mannheim), con la excepción del lactato que se ha realizado en un analizador Cobas
Íntegra (Roche-Suiza):
Urato: Se ha medido ácido úrico sérico como parámetro, junto con urea y
creatinina, que se eleva en caso de fallo renal y acidosis metabólica. El test empleado
es un método colorimétrico enzimático298 con el siguiente fundamento:
uricasa
urato + 2H
20 +02 —* alantoina + CO2 + H202
POD
H202 + TBHB* + 4-amínofenazona —* colorante de quinonimina + 2 H,O + Hbr
AIan¡na-am¡notransferasa (ALT): Parámetro especifico de lesión hepática. El
método utilizado ha sido el “Método standard optimado” de la Deutsche Gesellschaft
ifir Klinische Chemie
299 cuyo fUndamento es el siguiente:
a-cetoglutarato + L-alaninaS4TL-glutamato + piruvato
Piruvato + NADH + ~ LDH lactato+ NAD~
• Aspartato anilnotransíerasa (AST): Sus niveles plasmáticos aumentan en caso
de fallo hepático, oclusión vascular mesentérica y otras alteraciones de origen
extrahepático. El método utilizado para su determinación ha sido el “Método standard
optimado” de la Deutsche Gesellschaft flir Klinische Chemie299 cuyo fundamento es el
siguiente:
AST
a-cetoglutarato + L-aspaitato <-* L-glutamato + oxalacetato
Oxalacetato + NADH + H~ ‘~Wltmaíato + NAD~
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También es de utilidad para estimar el tipo de lesión hepática el cociente AST/ALT ya
que éste se incrementa en caso de colestasis intrahepática y desciende en la
extrahepática.
• Bilirrubina Directa (BD): Indicador de lesión hepatobiliar fundamentalmente
de tipo obstructivo. Se ha utilizado el método de Jendrassit0 que se basa en la
formación de un colorante azoico que tiene lugar cuando la bilirrubina directa reacciona
con ácido sulfanílico diazotado.
• Bilirrubina Total (BT): Es igualmente un indicador de lesión hepatobiliar. Un
incremento pronunciado de BT sin que éste de acompañe de un aumento paralelo de BD
es indicativo de alteración hepatocelular más que de obstrucción extrahepática. El
método empleado ha sido el método DPD para la determinación de bilirrubina total30’
en el cual la bilirrubina total se copula con un compuesto de diazonio a la
correspondiente azobilirrubina. Con un detergente se libera la bilirrubina indirecta.
• Calcio: Para determinar el calcio se ha utilizado el método o-cresofiakína-
complexonct2 que se flindamenta en la formación de un complejo violeta cuya máxima
absorción ocurre a una longitud de onda de S4ónm., cuando el calcio reacciona con o-
cresofialeina-complexona en solución alcalina.
• Creatinina: Sus niveles aumentan en caso de fallo renal agudo,
alteración que puede producirse en casos graves de shock séptico y en síndrome de fallo
multiorgánico. Se ha medido por el método de Jaifé mod4ficado, cinético sin
desproteinización según el cual la creatinina forma un complejo coloreado con ácido
pícrico y se mide la velocidad de desarrollo del color a una longitud de onda de 505 nm
como punto de máxima absorción y a 570 nm en el que aparece otro máximo de
absorbancia secundario.
• Fósforo inorgánico: Aumenta su concentración sérica en alteraciones de tipo
isquémico, si se eleva por enzima del 25% del nivel basal puede ser indicativo de lesión
intestinal aguda, fallo renal agudo y acidosis metabólica. El método empleado es la
“reacción de molibdato” ~ basado en la formación de un complejo de fosfomolibdato
de amonio en solución ácida.
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• Glucosa: El método empleado es el denominado como “hexocinasalGúP-DH” 305
basado en la medida del cambio de absorbancia debido a las reacciones acopladas:
HKGlucosa + ATP —* G6P + ADP
43.6PDH
061> + NADP —* gluconato-6-P + NADPH +
• Lry-Glutamiitransferasa (yGT): Indicador no especifico de colestasis. El test
empleado mide la actividad enzimática mediante la siguiente racción306:
Y-GT
L-y-Glutamil-3-carbaxi-4-nitroanilida + glicilglina —* L-y-Glutamilglicilglicina + 5-
amino-2-nitrobenzoato
• Lactato plasmático: Indicador de hipoxia tisular. El método empleado es una
modificación del método de Marbach y Weil307 cuyo fundamento es el siguiente:
LDI-I
L-lactato + NAD -> Piruvato + NADH (ir)
La absorbancia del NADH es proporcional al lactato existente en la muestra.
• Lactatodesbidrogenasa (LOR): Se ha utilizado el “método standar optimado” de
la Deutsche Gesellschaft fiAr Klinische Chemie308 basado en el siguiente equilibrio:
LOH
Piruvato + NAUN + ir c~ lactato + NAD~
• Triglicéridos (TG): La hipertrigliceridemia es una de las características
metabólicas de la sepsis debido a la importante demanda energética que implica
movilización de grasas. Se determina mediante hidrólisis enzimática de los TO y
posterior detección del subsiguiente glicerol formado (reacción colorimétrica)309:
lipasa
TO + 3H
20 —* glicerol + 3RCOOH
GK
glicerol + ATP —+ glicerol-3-fosfato + ADP
GPO
glicerol-3-fosfato + O? —÷dihidroxiacetona-fbstko + H202
peroxidasa
H202+4-aminofenazona+4-clorofenol--*4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona+2 H20+ HCl
• Urea: Este parámetro se altera en múltiples patologías entre las que destacan las
alteraciones hepáticas y renales. El método empleado es el descrito por Neumann
310 que
se basa en el principio esquematizado a continuación:
ureasa
Urea + H
20 —4~ 2N1{4~ + CO2
OLDH
2 a-cetoglutarato +2NH< +2 NADH -* 2 L-glutamato + 2NAD
4 + H
20
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J) AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE HEMOGLOB¡NA~
Se extrae sangre arterial procedente del ventrículo izquierdo en animales
anestesiados utilizando citrato como anticoagulante. Se aisla el paquete de hematíes por
centrifugación a 800g durante 10 mm y se lava con suero fisiológico; este proceso de
centrifugado y lavado se realiza tres veces consecutivas. Posteriormente los hematíes
son lisados adicionando agua desionizada en una proporción 4 veces superior al
volumen del paquete eritrocitario. Inmediatamente, la hemoglobina se purifica mediante
su paso a través de columnas Sephadex G-25253. Puesto que la solución de hemoglobina
resultante es hipotónica, se añade solución saturada de cloruro sódico hasta obtener
isotonicidad. Las medidas de osmolaridad se realizan por medida del descenso
crioscópico en un analizador 3M0 micro-osmometer Advanced-Instruments,
Massachusetts, USA.
Puesto que la mayor parte de las reacciones de transnitrosilación del equilibrio
del glutation con la SNOHb tienen lugar predominantemente con SNO-Hb(Fem) más
que con SNO-Hb(Feu); es importante la determinación del tipo de lib administrada.
Para ello, se ha utilizado un Coximetro Synthesis 25, Instrumentation Laboratory, Cidra,
Puerto Rico.
K) ESTUDIO INMUNOHISTOQU¡MICO
La técnica utilizada permite visualizar en tejidos fijados en parafina la presencia
de nitrotirosina ,lo que permite estimar la toxicidad tisular mediada por ONOOI
Fundamento de la técnica
:
La nitrotirosina tisular (antigeno=Ag) se une específicamente al anticuerpo
primario anticuerpo antinitrotirosina (Upstate Biotecnology, Antinitrotyrosine
polyclonal: 06-284). Una vez producida la unión, el anticuerpo secundario se une al
anticuerpo primario por una zona diferente a la que fija el antígeno. Este anticuerpo
secundario es afin al complejo biotina-estreptavidina-peroxidasa, de tal forma que al
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añadir un colorante en su estado reducido (incoloro) éste se oxida produciendo una
coloración de color marrón-pardo.
Cromógeno
Oxidado
(Marrón)
Biotina H20 +1/2 02
Estreptavidina Cromógenoñ Peroxidasa Reducido
(incoloro)
H2Q
Fig M 11: Esquema del fundamento del método inmunobistoquímico. Ag = antígeno, Ac 1~z~
anticuerpo pnmano, Ac 20= anticuerpo secundario.
Procedimiento
:
Se han tomado muestras de:
• Segmento de intestino delgado.
• Biopsia de pulmón derecho.
• Biopsia de hígado.
• Biopsia de riñón derecho.
Todas las muestras fueron fijadas en formaldehído al 5% y la inclusión se realizó
en parafina; posteriormente se realizaron cortes de 4 micras de espesor.
Antes de proceder a la tinción inmunohistoquimica se han realizado pruebas con
la finalidad de hallar la concentración de anticuerpo primario óptima. Estas pruebas se
han realizado comparando diferentes concentraciones de anticuerpo con muestras de
tejido obtenidas al comienzo del experimento sometiéndolas a concentraciones
decrecientes hasta que el resultado friera negativo. Una vez halladas dichas
concentraciones, las muestras de cada uno de los tejidos junto con los controles
negativos han sido procesadas todas a la vez, con el fin de evitar heterogeneidad en la
tinción.
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Las muestras se han desparafinado mediante inmersiones sucesivas del tejido en
xileno. El procedimiento inmunohistoquimico se ha realizado en un analizador
automático Tech Mate Horizon, DAKO, Lii. Biosystems que realiza los procesos de:
10. Hidratación.
20. Bloqueo de peroxidadas endógenas.
30, Incubación previa con suero normal.
40 Incubación con el anticuerpo primario.
?. Incubación con anticuerpo secundario.
60. Aplicación del complejo Avidina-Biotina.
70 Tinción con cromógeno.
Una vez realizada la técnica, las muestras de tejido han sido observadas con un
microscopio óptico. Para realizar comparaciones en el grado de tinción de los diferentes
grupos, se han establecido previamente una serie de criterios para cada uno de los
tejidos que se detallarán a continuación.
Simultáneamente, se ha realizado un estudio histológico utilizando la tinción
hematoxilina-eosina para valorar alteraciones histológicas.
Criterios para evaluar el grado de tinción y lesión tisular:
• Intestino:
Evaluación histolóQica
:
O Mucosa normal.
1 = Vacuolas en el espacio subepitelial en la punta de las vellosidades.
II = Espacio subepitelial que afecta al 25% de la vellosidad.
III= Espacio subepitelial que afecta al 50% de la vellosidad.
IV = Espacio subepitelial que afecta al 75% de la vellosidad.
y Vellosidad denudada.
VI = Afectación de vellosidades y criptas.
VII = Afectación de toda la mucosa,
VIII = Afectación de toda la pared.
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Nitrotirosína
:
O = No Unción.
1 = unción leve y/o focal en citoplasma.
2 = Tinción moderada en todo el citoplasma.
3 = Tinción severa en todo el citoplasma.
El estudio se ha realizado en:
- 50 células ganglionares de los plexos submucosos y mioentéricos.
- Epitelio de revestimiento superficial o de las criptas en 5 vellosidades
intersticiales.
- Células musculares de la capa muscular de las arterias.
- Endotelio en los capilares.
Todos los resultados obtenidos se han expresado en tanto por 3, con el fin de poder
establecer comparaciones entre los diferentes tipos celulares.
• Pulmón:
Se ha evaluado:
- Contenido alveolar: presencia de leucocitos polimorfonucleares, hematíes,
histocitos y existencia de edema.
- Tabiques alveolares: dilatación capilar, presencia de edema y células
inflamatorias.
La graduación ha sido: O = no lesión, 1 = lesión leve, II = lesión moderada, III = lesión
severa.
• Hígado:
Evaluación histológica
- Congestión: dilatación sinusoidal y de vena central: O = no lesión, 1 = lesión
leve, II = lesión moderada, III = lesión severa.
- Presencia de polimorfonucleares: O no presencia, 1 = cantidad pequeña, 1W
cantidad moderada.
- Necrosis del hepatocito: O = no necrosis, 1 = necrosis focal, II = necrosis
moderada, III = necrosis severa.
- Presencia de trombos: O = no existen, 1 escasos (de 1-3 vasos), II =
moderados (de 4-6 vasos), III = severo (más de 7 vasos).
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La graduación ha sido: O = no lesión, 1 = lesión leve, II = lesión moderada, III = lesión
severa.
Nitrotirosina
:
Se ha estudiado la tinción en hepatocitos y células epiteliales de los conductos, las
células de Kupffer, las células musculares de los vasos y las células inflamatorias. La
valoración de la positividad ha sido: O = no tinción, 1 = tinción leve, II = tinción
moderada, III = tinción severa.
• Riñón
Se han valorado las lesiones en glomérulos, túbulos del intersticio y vasos
1) ANÁLISIS ESTADÍSTICO ______
El estudio estadístico empleado es un análisis de la varianza (ANOVA) para un
modelo de medidas repetidas de acuerdo con un modelo con un factor intraserie (ej: las
tres dosis de lib) y dos factores entre series: tratamiento con Hb (incluyendo dos
niveles: tratados-no tratados) y sepsis incluyendo dos niveles (sepsis- no sepsis).
- Hiyótesis nula: las muestras estudiadas presentan igualdad de medias para la variable
dependiente.
- Estadístico de contraste: Se ha utilizado el “estadístico F” como criterio diferenciador
entre los grupos. Si el valorp asociado al estadístico de contraste es menor que a se ha
rechazado la hipótesis nula con un nivel de significación a.
- Nivel de significación a: p=O,05 para las diferencias significativas y NS para las no
significativas.
La diferencia entre los grupos se ha confirmado mediante la prueba de t de
Student para datos no pareados con la prueba de corrección de Bonferroni.
El test de Fisher se ha utilizado para determinar qué punto particular difería
significativamente del valor basal en medidas repetidas ANOVA.
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2. MODELO CIJNICO DE SEPSIS GRAVE Y SHOCI< SÉPTICO
En el estudio clínico se estima la validez de los niveles de nitrosotioles como
parámetro potencialmente útil para monitorizar pacientes sépticos en los cuales e] NO y
sus productos derivados son mediadores responsables del deterioro hemodinámico y
celular. Se han estudiado pacientes con diferente grado de evolución séptica atendiendo
a criterios tanto hemodinámicos, hematológicos y bioquímicos.
A. Pacientes y criterios de inclusión
• SEPSIS: 12 enfermos afectados de sepsis que cumplían los criterios de presencia de
un foco infeccioso conocido (por ejemplo: neumonía, peritonitis, etc.) así como la
constatación de tres de los siguientes signos: taquicardia (>90 latidos/mm en
ausencia de bloqueo beta-adrenérgico), taquipnea (>20 respiraciones/mm o
necesidad de ventilación mecánica), fiebre o hipotermia (temperatura >3 8,30 o
<35.60), leucocitosis o leucopenia (>16000 células/mm3 o <4000 células/mm3). La
calificación de “grave” viene determinada por la presencia de al menos uno de los
siguientes criterios de perfusión inadecuada de órganos: relación PaO
2/FiO2<280
(sin otra enfermedad pulmonar o cardíaca que lo explique), oliguria (<0,5 ml/kg.hr
durante al menos 1 hora), o hiperlactatemia (>2 minol¡L).
• SHOCK SÉPTICO: 15 enfermos afectados de shock séptico. Estos enfermos
reunían los criterios para el diagnóstico de sepsis grave definidos previamente, junto
con la existencia de shock circulatorio caracterizado por presión arterial sistólica
<90 mm Hg, o 40 mm Hg por debajo del valor basal que no respondía a la
administración de líquidos y precisaban tratamiento con agentes presores.
• SROCK CARDIOGENICO: 3 enfermos afectados de shock cardiogénico en los
que el origen de shock circulatorio no era infeccioso.
• GRUPO CONTROL: 14 sujetos sanos.
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B. Protocolo de estudio en la sepsis cl¡nica
En todos los enfermos se determinaban los niveles de nitrosotioles en el momento
del ingreso o bien cuando éstos eran diagnosticados de sepsis o shock séptico en la
Unidad de Cuidados Intensivos.
En el momento de la toma de muestra para la determinación de RSNOs, se
realizaba un estudio hemodinámico que incluía la medida de la PAM, la PAP y el IC.
Igualmente se realizaba un estudio de disflinción de órganos para el cual se establecían
los siguientes criterios:
- Disfunción pulmonar: pOjFiO2 <200
- Disflinción hepática: bilirrubina total > 2 mg/dL.
- Disfunción gastrointestinal: no tolerancia a la nutrición parenteral.
- Distbnción hematológica:
a) Tiempo de protrombina <50%
b) Tiempo de cefalina> 50 sg.
c) Número de plaquetas: < 100.000 plaquetas/gL.
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RESULTADOS
Como se ha comentado en apartados previos, en este experimento se han realizado
medidas de diversos parámetros, con la finalidad de estudiar el comportamiento de la
sepsis, fundamentalmente en aspectos como la producción de NO y el desarrollo de
acidosis intramucosa; la acción de la Hb como potencial resucitador del shock y el QSH
como molécula que interacciona con el NO y la Hb. Por ello, los resultados obtenidos
pueden englobarse en cinco grandes bloques cada uno de ellos correspondiente a los
objetivos fundamentales de este estudio:
• Cambios producidos por la sepsis:
- Efectos hemodinámicos.
- Cambios bioquimícos.
- Estimadores de la producción de NO.
• El daño tisular mediado por 0N00 en la sepsis
• Efectos de laHb frente a resucitación fluidica convencional.
- Valoración de la lesión tisular generada por la lib
• Efecto dosis-respuesta de la lib.
• Repercusión vascular de la interacción Hb-GSH en cuanto afinidad por el NO.
1. EFECTOS DE LA SEPSIS
El diseño de nuestro experimento tiene como uno de sus objetivos el reproducir un
estado de sepsis, de tal forma que se cumplan los criterios diagnósticos expuestos en el
apanado de la introducción. Para ello se ha realizado un estudio hemodinémico,
bioquímico y hematológico de las alteraciones producidas. Además de los criterios
diagnósticos, se han valorado otros aspectos de relevancia en la patología séptica que
tienen relación directa con la finalidad de este estudio como son: la estimación de la
producción de NO, la valoración del daño mediado por 0N00 y la acidosis intramucosa.
1.1) EVOLUCiÓN HEMODINÁMIGA DE LA SEPS1S
A) FRECUENCIA CARDIACA (FC)
Durante el tiempo en el que transcurre el experimento se observa un cambio
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significativo en la evolución en los valores medios de FC (Tiempo: p = 0,003). Como
puede observarse en la figura, la sepsis provoca un incremento significativo de la FC
(Tiempo * sepsis: p<O,OOOl). La diferencia observada en el comportamiento del grupo
séptico con respecto al control es significativa en la tercera hora de la evolución (p =
0,04 19).
EVOLUCIÓN DE LA FRECUENCIA CARDIACA
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Fog Rl Cambios Que exoorima,ta la FC durante la evoluejón séntien: Se observa que la FC sufre un ineremento
en el grupo séptieo B
E) PRESIÓN ARTERIAL MEDIA (PAM)
La PAM experimenta cambios significativos durante las cuatro horas de evolución
(Tiempo: p<O,000I). La variación que tiene lugar en el grupo séptico es significativamente
diferente de la del grupo control (Tiempo * sepsis: p < 0,0001). En el grupo séptico tiene
lugar un intenso y progresivo descenso de PAM, siendo máximo en la cuarta hora. La
diferencia con respecto al grupo control es significativa a partir una hora posterior a la
inducción de la sepsis (hora 1: p=O,04) y se mantiene esta diferencia significativa durante
las horas posteriores de evolución.
0 0.5 1 2 3 4
Tiempo (horas)
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EVOLUCIÓN de la PRESIÓN ARTERIAL MEDIA
Fig Rl: Cambios que ex~edmata la PAM durante la evolución séntica: Se observa quela
significativo (~) a, el grupo séptico] apartir de la primera hora de evolución.
PAM sufre un desemso
C) PRESIÓN ARTERIAL PULMONAR (PAP)
Al igual que sucede con la PAM, durante el desarrollo del modelo experimental se
producen modificaciones significativas de la PAP (p’tO,OOOl). En el grupo séptico se
producen cambios que difieren significativamente del grupo control, en el cual los valores
medios de PAP se mantienen constantes. Al comienzo del experimento el grupo séptico
presenta una media de PAP de 20 8 + 605 mml-Ig que se incrementa bruscamente a 41,47
+ 12,4 mmiHg durante la infusión del inóculo <hora 0,5: p<O,OOOl). Este importante
aumento no se mantiene en esos valores una vez finalizada la infusión bacteriana, sino que
después de una hora la PAP desciende, a pesar de lo cual presenta unos valores medios
significativamente superiores (ver anexo estadístico) a los correspondientes en el grupo
control. En las tres últimas horas del transcurso del proceso séptico se observa un
incremento progresivo de la PAP.
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PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR
*
*
*
1
*
3
*
o CONTROL
O SEPSIE
42
Tiempo (horas)
Fig RS: Cambios Que experimente la PA? durante la evolución sú,tica: Se observa quela PM sufreun
importante incremento en el momento de la infusión séptica (hora 0,5) y se mantiene en valores
significativamente superiores (*) oi el grupo séptico].
O) INDICE CARDIACO (IC)
En nuestro modelo experimental la sepsis no induce alteraciones significativas
sobre los valores medios de IC (Tiempo * sepsis: p NS).
EVOLUCIÓN del INDICE CARDIACO
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E) RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA (RVS)
La RVS experimenta cambios significativos a lo largo del experimento Como
podemos observar en la figura, el comportamiento que sufre la RVS en e] grupo séptico
difiere sustancialmente de la del grupo control (Tiempo sepsis: p = 0,01). En el grupo
séptico inicialmente se observa una cierta tendencia aunque no significativa al incremento
de la RVS coincidente con el momento de la infusión bacteriana. Posteriormente, se
produce un descenso significativo de la RVS que se mantiene hasta el final del
experimento, siendo significativas las diferencias con respecto al grupo control en la hora 2
y 3 de evolucion.
RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
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Fig RS: Cambios que experimente la RVM durante la evolución séptica: Se observa que la RVM desciende en la
sq,sis El siendo significativas las diferencias () durante las horas 2 y 3 de evolución.
F) FLUJO MESENTÉRICO (Qmes)
La sepsis produce una intensa disminución del Qmes (Tiempo*sepsis: p = 0,0001).
Esta diferencia con respecto al grupo control comienza a manifestarse desde el momento
de la infusión bacteriana (hora 0,5 p = 0,00 1) y el descenso se acentúa progresivamente a
lo largo del proceso séptico. Como puede observarse en la figura, durante las horas 1,2,3 y
4 de evolución, las diferencias entre ambos grupos son estadísticamente significativas (ver
anexo estadístico). Es decir, el Qmes comienza a descender desde que se produce la
0,5 1 2
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infusión del inóculo.
EVOLUCIÓN DEL FLUJO MESENTÉRICO
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Fig Ra Cambios Que exnerimenta el Ornes durante la evolución séetiea: Se observa que el Qmes desciende de
manera significativa (*) desde el momento de la inducción de la sepsis [(0,5 horas).
G) FLUJO PORTAL (Qp)
De forma análoga a lo que sucede con el Qmes, la sepsis produce un descenso
significativo del Qp (Tiempo * sepsis: p==O,OOO1). Esta diferencia con respecto al grupo
control es significativa a partir del momento de la infUsión bacteriana (ver significaciones
en el anexo estadistico). En el grupo séptico se produce un descenso en el Qp de 16 12 +
2,04 mL/mm/kg a 9,3 ±2,2 mL/mm/kg en el momento final del transcurso de la sepsis.
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EVOLUCIÓN del FlUJO PORTAL
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Fig R7: Cambios que experimon el Op durante la evolución séntica: Se observa que el Oj~ desciende de manera
significativa (*) desde eí momento de la inducción de la sepsis [(0,5 horas).
G> DISTRIBUCIÓN DE FLUJO MESENTÉRICO (% respecto al flujo total)
La proporción de flujo total que corresponde a la arteria mesentérica sufre a lo largo
del periodo séptico variaciones casi significativas (tiempo * sepsis: pO,056). En la figura
podemos observar que a lo largo del desarrollo séptico en los que existen diferencias en la
ratio Qmes/Qtotal.
EVOLUCIÓN de la DISTRIBUCIÓN del FLUJO MESENTÉRICO
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Fig R8: Cambios que exnerimenta la ratio On,es/Ototal durante la evolución séptica: La ratio Qmes/Qtotal
experimenta cambios próximos a la significación durante la sepais [j.
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M> DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL (% respecto al flujo total>
La proporción de flujo total que corresponde a la vena porta no sufre a lo largo del
periodo séptico variaciones significativas (tiempo * sepsis: p = NS).
EVOLUCIÓN DEL %QP
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Fig 119: cambios Que experimente la ratio Oo/Ototal durante la evolución séptica: Se observa que la rato
Qp/Qtotal experionenta cambios significativos durante la sepois fl
1> RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
La RVM experimenta cambios significativos durante la evolución (Tiempo * RVM:
p = 0,000 1). En el grupo séptico se observa inicialmente un incremento de la RVM
coincidente con el momento de la infusión bacteriana (0,5 horas) alcanzando valores 1,68
+ 1,3 mmHg/mL/min*kg y posteriormente se produce un descenso importante hasta
valores de 1,26 + 04 mnlHg/mL/min*kg que se mantienen hasta el final del experimento.
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RESISTENCIA MESENTÉRICA
U CONTROL
EJ
Fig RIO: Cambios que experimenta la rutio RVM durante la evolución séptica: Se observa que la evolución de la
sq,sis [difiere de la del grupo control fl. En el primer per odo de evQlucIQn se incremmtn y después desciende.
Los efectos hemodinámicos provocados por la sepsis pueden sintetizarse en lo siguiente:
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PERFIL MEMODINÁMICO DE ESTE MODELO DE SEPSIS:
• Incremento de la FC.
• Descenso de Ja PAM.
• Incremento de la PAP.
• Mantenimiento del IC.
• Incremento inicial de la RVS con descenso en las últimas horas.
• Descenso pronunciado de Qmes y Qp.
• Alteración en la distribución de Qp.
• Incremento inicial de la RVM con descenso en las últimas horas.
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1.2) CAMBIOS BIOQIJJMICOS EN LA SEPSIS
A)pH
La acidosis es una de las alteraciones más relevantes en el enfermo séptico. En
nuestro modelo se ha monitorizado el pH en estado basal y después de una, tres y cuatro
horas del inicio del estímulo séptico. El pH medio inicial en el grupo control ha sido de
7,41 + 0 05 y en el grupo séptico 7,41 + 0 02. A lo largo de las cuatro horas del
experimento se observa una diferencia significativa en la evolución (Tiempo: pCO,O00 1).
Esta evolución es significativamente diferente en el caso del grupo séptico (Tiempo *
sepsis: p<O,OOOi), donde se observa un descenso del pH medio de 7,41 + 0 0] al comienzo
del experimento hasta 7 13 + 0 03 en la cuarta hora.
pHarteriel
pH
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Fia Rl 1: Cambios que experimente el pH ajierial durante la evolución séntica: Se observa que el pH desciende en
la sepsis (.); siendo significativa la diferencia (4) con respeto al gnhpo control (1]) a partir de la primera hora.
B) LACTATEMIA
Al comienzo del experimento el grupo control presentaban unos valores medios de
1,95 + 04 mmol/L y el grupo séptico 1,8 + 0 2 mmol/L. Se observa una variación de la
lactatemia a lo largo de las cuatro horas del experimento (Tiempo: pc0,0001). En el grupo
séptico esta evolución es significativamente diferente a la del grupo control (Tiempo *
sepsis: p<O,OOOi), de tal forma que la lactatemia media final en el grupo control es de 1,87
pH; ~O.OOÚ,
pH • Hpsi.: ~rO,OOO3
2 3 4
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+ 0,45 mmol/L mientras que en el grupo séptico es de 4 4 + 1,2. Esta diferencia entre el
grupo control y el séptico es significativa en la tercera (p=O,02) y cuarta hora (p<O,OOO1)
del experimento.
LACTATEMIA
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Fia 1112: Cambios que experimente la [adatemiadurante la evolución séptica: Se observa que se incremente en la
sepsis (.); siendo significativa la diferencia (4) con respedo al grupo control (D) a pastir de la primera hora.
C) TRIGLICERIDEMIA
Se ha observado una diferencia significativa en las concentraciones de 10 en el
transcurso del experimento (Tiempo: p~O.OOO2). El grupo séptico presenta un incremento
signifcativo de la trigliceridemia con respecto al grupo control (Tiempo * sepsis:
p=O,OOl 1). Las concentraciones medias basales del grupo control y séptico son 26 6 + 7 3
mg/dL y 20 16 + 5 8 mg/dL respectivamente. Después de cuatro horas de evolución la
concentración sérica en el grupo control fue de 27,5 + 12 7 mg/dL mientras que en el grupo
séptico ascendió a 37,75 + 8 49 mg/dL. Esta diferencia entre ambos grupos es significativa
a la hora uno de evolución (p=O,O37) y en la hora cuatro (p=O,013).
3 4
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Fig Ri3: Cambios que experimenta la tri2liceridemia durante la evoluctón séptica: Se observa que se inerementa
en la sepsis (.), soeo,do sígnmficatova la diferencia (*) con respecto al grupo control ([II) col la cuarta hora.
D> GLUCEMIA
No se observan cambios significativos en la glucemia durante la evolución del
experimento (Tiempo: p NS). Tampoco existe diferencia significativa en la evolución de la
glucemia entre el grupo control y el grupo séptico (Tiempo * sepsis: p NS).
GLUCEMIA
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Fis R14: Cambios cae experimenta la olucemia durante la evolución séptica: No se observan incrementos
significativos os la scpsis (.).
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O CREAJiNINA
La creatinina sérica aumenta de forma significativa a lo largo del experimento en el
grupo séptico (Tiempo * sepsis: p=0,0095). El incremento que se produce es de 063 +
0,08 mg/dL al inicio del experimento a 0 68 + 0 09 mg/dL al final, mientras que en el
grupo control se produce un descenso de 0,68 + 0 08 mg/dL a 0 65 + 0 09 mg/dL.
CREATININA SÉRICA
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g) URATO
Los niveles de concentración sérica de urato sufren una variación significativa a lo
largo del tiempo de transcurso del experimento (Tiempo: p<O,OOOl). En el grupo séptico el
urato aumenta significativamente con respecto al grupo control (Tiempo * sepsis:
pcO,OOO 1). Esta diferencia entre el grupo control frente al séptico es significativa en la
cuarta hora de evolución (pO,OO2).
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f) UREA
La urea no varía significativamente al lo largo de la evolución del experimento (p
NS). No se observan diferencias significativas en la evolución de la urea en función de la
presencia o no de sepsis (p = 0,08). La urea basal en el grupo control fue de 17 + 2 1
mg/dL evolucionando a 15 5 + 1,7 mg/dL al final de la evolución. En el grupo séptico el
cambio que se produce es de 17,0 + 27 a 169 + 1 9 mg/dL.
UREA
g> PROTEÍNAS TOTALES (P~
Durante la evolución del experimento la concentración de proteínas totales séricas
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sufren un descenso significativo (p < 0,0001). Como puede observarse en la figura, la
variación en ambos grupos ocurre de un modo similar; en efecto, la interacción evolución *
sepsis no es significativa (p = 0,51). Las concentraciones halladas en el grupo control al
inicio del experimento fUeron de 3,99 + 1 05 mg/dL que descendieron a 3,16 + 0 50
mg/dL. En el grupo séptico los valores hallados en el momento basal fueron de 3 18 + 0 5
mg/dL que variaron a 2 48 + 0 24 mg/dL en la hora cuatro de evolución.
PROTEíNAS SÉRICAS TOTALES ALBÚMINA SÉRICA
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h>ALBOMINA
De una forma similar a lo que sucede en la variación que sufren las proteínas totales
a lo largo de la evolución, la concentración de albúmina sérica disminuye
significativamente durante el tiempo de desarrollo del experimento (p<O,OOO1). Esta
variación ocurre de forma análoga en ambos grupos (Tiempo * sepsis: p = NS). La
albúmina basal en el grupo control fue de 1 59 + 0 5 mg/dL que cambia a 1 24 + 0,4 mg/dL
al final del experimento. En el grupo séptico el cambio que se produce es de 1 34 + 0 6
mg/dL al comienzo del experimento a 1 0 + 0 4 mg/dL después de cuatro horas de
evolución séptica.
1) BILIRRUBINA TOTAL (BT)
La bilirrubina total sufre alteraciones en el transcurso del experimento (Tiempo: p <
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0,0001). La evolución que se observa no se diferencia estadísticamente significativa en
función de la presencia de sepsis o no (Tiempo * sepsis: p = NS). Las concentraciones
halladas en el grupo control al inicio del experimento fueron de 0 2 + 0,06 mg/dL que se
incrementaron a 0,293 + 0 1 mg/dL. En el grupo séptico los valores hallados en el
momento basal fueron de 0 2 + 0,03 mg/dL que variaron a 0 33 + O 08 mg/dL en la hora
cuatro de evolución.
B$I.IRRU RINA TOTAL RILIRRUBINA DIRECTA
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1) BILIRRUBINA DIRECTA (BD)
La bilirrubina sufre variación significativa a lo largo del transcurso del experimento
(Tiempo: p = 0,003). En el grupo séptico el incremento que se produce es
significativamente diferente al del grupo control (Tiempo * sepsis: p = 0,006). La
concentración media de bilirrubina directa en el grupo control en el momento basal es de
0,13 + 004 mg/dL que como puede apreciarse en la figura apenas sufre variación siendo
la concentración en el momento final de 0 14 + 0,03 mg/dL. Sin embargo, en el grupo
séptico la variación es de 0 12 + 0,05 mg/dL a 0,19 + 009 mg/dL.
L) y GLUTAMILTRANSFERASA <y-GT)
La y-GT experimenta variación significativa a lo largo del experimento (p =
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0,0004). La y-Uf experimenta variación significativa en la sepsis (p = 0,0004). A lo largo
del proceso séptico se produce una variación de 12 9 + 116 Uit hasta una actividad final
de2l 4+72U/L.
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Fin R20: Cambios a’ la adividad de v-OT durante la sensis: En el grupo séptico (.), se observa un
incremento significativo.
M> LACTATODESÍ-IIDROGENASA (LDH)
La actividad de la LDH sufre un incremento significativo durante la sepsis (Tiempo
* sepsis: p = 0,009), pasando de unos valores de 668 ±183,5 Uit al comienzo del
experimento, hasta un valor de 903 ±412 Uit a las cuatro horas. Como puede observarse
en la figura R23, a pesar de que la variabilidad interindividual es importante, los cambios
que se producen son significativos.
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Fin R21~ Cambios os 1. actividad de 1.011 durante la sevsis: En el grupo séptico (.) se observa un
incremento significativo.
N) ASPARTATOAMINOTRANSFERASA (AS’P
El enzima AST incrementa de forma importante su actividad durante la sepsís (AST
* sepsis: p = 0,000 1). Como puede observarse en la figura la actividad de la AST se
incrementa de un valor medio de 23 4 + 4 ‘7 Uit al inicio del experimento hasta un valor de
45,5 + 12 19 Uit al final de éste.
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Fie 1122: Cambios en la adividad de 48T durante la sensis: Se observan cambios significativos en el
comportamiento del grupo séptico (.).
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Ñ> FOSFATASA ALCALINA
La sepsis induce un incremento significativo en la actividad de la fosfatasa alcalina
sérica (Fosfatasa alcalina * sepsis: p=O,OOOI). Esta tendencia al incremento comienza a
manifestarse desde las fases iniciales de la sepsis.
FOSFATASAALCALINA
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Fig R23: Cambios en la actividad de fosfatas. alcalina durante la sensis: Se observan cambios
significativos en el comportamiento del grupo séptico (.).
O> FOSFATEMIA
En el proceso séptico se observa un importante incremento de la concentración
sérica de fosfato (Tiempo * sepsis: p <0,0001). Como se observa en la figura la fosfatemia
varía en el grupo séptico desde un valor inicial de 5,2 ±0,5 mmol/dL hasta un valor final de
7,7 ±0,3 mmol/dL. Mientras que en el grupo control no se observan variaciones.
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Fia R24: Cambios en la fosfatemia durante la sensis: En el grupo séptico (.), se observa un incremento
a lo largo de la evolución, que se hace significativo () en la hora cuatro.
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P> CALCEMIA
A lo largo de la evolución del experimento no se observan cambios significativos
en la calcemia no existiendo diferencias significativas en el comportamiento del grupo
control y del grupo séptico.
CALCEM lA
O~:iepNO
4- 00005
Tiempo 5ors,)
Fia 1125: Cambios aI la caloemia durante la seusis: No se observan cambios significativos en el
comportamiento del grupo séptico (.),
Q> IÓN SODIO
La sepsis produce un incremento significativo de la concentración sérica del ión
Na~ (Na~ * sepsis: p = 0,019). Como puede observarse en la figura, en el grupo control la
concentración de Na~ se mantiene constante durante las cuatro horas de evolución,
mientras que en el grupo séptico se observa un incremento significativo en la cuarta hora.
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Fin 1126: Cambios en el ión sodio durante la seosis: se observa un incremento significativo () a’ el
grupo séptico (.).
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R> ION CLORURO
De forma análoga a lo observado en la variación de la concentración sérica del ión
Na~, la concentración de ión cloruro experimenta un incremento significativo en la sepsis
(CF * sepsis: p=0,OOO4). Este incremento difiere estadísticamente respecto al grupo control
en la hora cuatro de la evolución de ]a sepsís.
Cl
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la crmncaitracion saica de ión clonno durante la . seusis: se observa un
incremento significativo (*) en el gn.po séptico (.).
5> ION POTASIO
La sepsis incrementa de forma significativa la concentración de ión potasio (K~ *
sepsis: p=O,OOO4). Se produce un aumento de una concentración media basal de 2 78 +
0,25 mmol/L hasta una concentración final de 3 7 + 0,7 mmol/L en la cuarta hora.
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Fia 1128: Cambios en la concentración sa’ca de potasio durante la seosis: se observa un incremento
significativo (*) en el grupo séptico (.)
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T) LEUCOCITEMIA (WBC)
En nuestro modelo séptico se produce un importante descenso del número de
leucocitos/nt en la circulación sistémíca (WBC * sepsis: p<O,O0O1). Como puede
observarse en la figura, la leucopenia tiene lugar ya en la fase más precoz de la sepsis, a
partir de la primera hora posterior a la inducción séptica.
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Fia 1119: Cambios al número de leucocitos circulantes <W/BC~ durante la salsis: se observa un
incremento significativo (*) u, el grupo séptico (•7).
U) INDICADOR BIOQUÍMICO DE MIPOPERFUSIÓN REGIONAL: pCO2¡ - pCOia (ApCO2).
Se ha medido la pCO2 ontraluminal en dos segmentos intestinales diferentes: el yeyuno
proximal y el íleon distal. En ambos segmentos se observa que la sepsis produce un
aumento significativo del incremento PCO2inÚaluminal - pCO2arterial (ApCO2 * sepsis: p<O,OOl
en ambos segmentos). En el tramo proxímal se produce una variación de 10 03 + 3 7
mmHg al inicio del experimento hasta un valor de 43 7 + 7,4 mmHg en la hora cuatro.
Sin embargo, como puede observarse en la figura RIO, el comportamiento de ambos
segmentos es diferente. Al comienzo del experimento, el íleon distal parte de unos valores
medios de ApCO2 superiores a los del yeyuno proximal (la diferencia es estadisticamente
significativa: p = 0,004). También es diferente la evolución del segmento proximal a la del
yeyuno distal ya que en el fragmento distal el ApCO2 a comienza a incrementarse a partir
de la hora tres (siendo estadísticamente significativa la diferencia con respecto al grupo
control). Por el contrario en el tramo proximal esta diferencia es significativa a partir de la
2 3 4
T~a,iooOso.)
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cuarta hora. Por lo tanto, el ApCOi se manifiesta de manera más precoz en el íleon distal
que en el duodeno proximal. Además, el incremento que tiene lugar en el íleon distal es
cuantitativamente más importante (diferencia significativa: p = 0,05), que el que se
produce en el fragmento proximal.
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Ejaura R30.- Variación del incremento nCO~~.-~ ~(ApCO~
Valores de incremento de pCO, a ¡o largo de la evolución séptica, en estado basal (tiempo=O) y después de 1, 3 y 4
horas posteriores a la inducción de la sepsis en ambos tramos intestinales.
*: diferencia estadisticames,te significativa con respecto al grupo control.
•: grupo séptico
E grupo control
V) PARÁMETROS ESTIMADORES DE LA PRODUCCIÓN DE Oxino NiTRICO~
1.- RSNOs
Las concentraciones basales medias de RSNOs halladas en los cerdos estudiados
han sido de 115 + 07 gM en el grupo control y 1 33 + 0 57 pM en el grupo séptico. La
evolución que sufre este parámetro a lo largo del experimento difiere significativamente en
presencia de sepsis (RSNOs * sepsis: p<O,OOOl). La sepsis produce un importante
incremento de la concentración sérica de nitrosotioles llegándose a alcanzar a las cuatro
horas de evolución una concentración media de 4,47 + 0 7 uM, es decir más de tres veces
la concentración inicial. Como se observa en la figura este incremento no se produce en la
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fase inicial de la sepsis.
RSNO’s
R5NO’s: p.crO,O0O1
RSNO’s • Sepsis: p<O,OOOI
— CONTROL
—.•-- SEPSIS
Hg. 3!: Variación de RSNOs durante ¡a sepsis.
2.• NITRATOS Y NITRITOS.
En este modelo de sepsís no se produce un incremento significativo de la
concentración de nitratos y nitritos, si bien se observa cierta tendencia al incremento en la
cuarta hora.
NITRATOS Y NITRITOS
Nitratos y nitriteo; p NS
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Hg. 32: Variación de nitratos y nitritos durante la sepsis.
115
RESULTADOS
Los cambios bioquímicos y hematológicos que se producen en la sepsis se resumen
en el siguiente cuadro?
CAMBIOS BIOQUÍMICOS Y HEMATOLÓGICOS
Las alteraciones bioquímicas y hematológicas pueden sintetizarse en lo
siguiente:
• Indicadores de carácter metabólico: 4- pH arterial, 4’ lactato, 4’ TG, 4’ urato, sín
cambios en la glucemía.
• Indicadores de función renal: 4’ urato, sin cambios en la creatinina y en urea.
• Marcadores hepáticos: 4’ BT, 4’ BD, ty-UGT, 4’ LDH, 4’ AS]?.
• Leucopenia severa.
• Otros: 4’ ión fosfato, 4’ Nat 4’cí, 4’ Kt4’ fosfatasa alcalina.
Indicadores de alteraciones de tipo regional:
• 4’ ApCO2 en yeyuno proximal y íleon distal, siendo más pronunciado y precoz
en el ileon distal.
Indicadores de la producción de NO:
• 4’ RSNOs a las cuatro horas de la inducción séptica.
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2. EFECTOS HEMODINÁMICOS DE LA HEMOGLOBINA
Para conocer las acciones de la Hb se ha estudiado el efecto que ésta produce
mediante la comparación de los parámetros hemodinámicos entre aquellos animales que
recibían la infusión de Hb y aquellos que no la recibían tanto en el caso de animales
control como en los sépticos. Las medidas hemodinámicas se realizan en la cuarta hora de
evolución (justo antes del comienzo de la infusión, representado en las figuras como
“previo”) y 45 minutos después (45). De esta forma podemos asegurar que los efectos
observados no se deben a la evolución de la sepsis en ese tiempo. En un apartado
posterior, “relación dosis-respuesta de la Hb”, se estudiará la diferencia entre el efecto de
la Hb en el grupo control y séptico para las diferentes dosis administradas.
A)Acción de la 1-Ib sobre la FRECUENCIA CARDIACA
La Hb no produce cambios en la FC (Tiempo * Hb: p NS) y este efecto no difiere
en función de la presencia de sepsis o no (Tiempo * sepsis * Hb: p NS) (Consultar Anexo).
El grupo control que no recibe Nt presenta una frecuencia cardiaca previa de 134 6 + 72
latidos/mm que a los 45’ es de 138 8 + 7 6 latidos/mm; el que recibe Hb partía de una FC
media de 127 8 + 18 2 latidos/mm que después de la Hb es de 122,6 + 36 6 latidos/mm.
Aunque el efecto global de la Hb no es significativo, en la gráfica podemos observar que la
Hb produce, tanto en el grupo control como en el séptico, cierto descenso de la FC.
Efecto de la Hb sobre la FRECUENCIA CARDIACA
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Fia 1133: Acción de la Hb sobre la FC: la Mb (gris oscuro) no produce cambios significativos en la PC frente al gnlpo no tratado (gris
claro). Los efectos comparados han sido la FC antes de la administración de Hb <previo) frente a la existente después de 45’.
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SE PS ¡8
B) Acción de la Mb sobre la PRESIÓN ARTERIAL MEDIA
La Hb produce un intenso efecto hipertensor (tiempo * lib: p<O,OOOl). En el grupo
control la PAM se incrementa de 118 ±5,8 mm.Hg a 126,8 + 13 2 mmHg, es decir, un
incremento del 7,4%. En el grupo séptico este aumento es superior ya que se pasa de una
PAM de 75,8±1399mmHg a una PAM de 113,3 + 176 un incremento del 49,45%. De
hecho el efecto de la lib es significativamente diferente dependiendo de la existencia de
sepsis (Tiempo * lib * sepsis: p<OOOOI). [La diferencia de los efectos de la lib en los
diferentes grupos (control y el séptico) se detallarán posteriormente en el apartado
siguiente]. Por el contrario, los grupos que no reciben lib no sufren apenas variación ya
que el grupo control pasa de una PAM de 105 8 + 5,4 mmHg a 108 3 + 2,3 mmflg y en el
grupo séptico desciende la PAM como consecuencia de la evolución séptica de 67 3 + 8 3
mmHg a 54,3 + 21 9 mmHg.
Efecto de la Mb sobre la
PRESIÓN ARTERIAL
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Pie R34: Acción de la Hb sobre la PAM: la Mb (gris osenro) produce un incremento significativo en la PA.MR tanto en el gn.po séptico
como no séptico (control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectos comparados han sido la PAM antes de la administración de
Mb (previo) frente a la existente después de 45’.
C> Efecto de la Hb sobre la PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR
La Hb provoca un aumento significativo de la PAP (Tiempo * Hb: p<0,0001). Este
efecto se manifiesta tanto en el grupo control como en el séptico, no existiendo diferencias
en este incremento en función de que haya sepsis o no (tiempo * Hb * sepsis: p NS). En el
PREVIO 46’ PREViO 45’
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grupo control el incremento es de 16,6 ±2,4 mmHg a 32,5 ±7,2 mmiHg, prácticamente se
duplica y en el grupo séptico pasa de 30,3 ±2,9 mmiHg a 45,3 + 2 6 mniHg (un incremento
del 49,45%). Por el contrario la variación que existe en los grupos que no reciben Hb es de
19,8±4,8mniHg a 18,3 ±2,25mmflg en el grupo control y de 36 + 1 7 a 40,3 ±8,6mmHg
en el grupo séptico.
Efecto de la Hb sobre la
PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR
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Pie 1135: Acción de la Mb sobre la PAP: la Hb (gris osa.ro) produce un incremento significativo en la PAP, tanto a, el grupo séptico
como no séptico (control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectos comparados hato sido la PAP antes de la administración de
Mb (previo) frente a la existente después dc 45’.
D) Acción de la Mb sobre el INDICE CARDIACO
La lib produce un importante descenso del IC (Tiempo * lib: p 0,0004). Este
hecho se produce tanto en el grupo control como en el grupo séptico, sin que exista
diferencia significativa en la evolución que experimentan ambos grupos con la Hb (Tiempo
* lib * sepsis). En el grupo control el IC desciende de 63 1 + 8,1 mL/mm/kg a 36 8 + 907
mL/mm/kg (41,6%) y en el grupo séptico de 62 4 + 367 mL/mm/kg a 35,7 + 196
mL/mm/kg (42,7%). Por el contrario, en el grupo control que no recibe lib el IC no sufte
apenas variación, de 67 1 ±72 a 66 9 + 8,6 mL/mm/kg y en el grupo séptico la variación
es de 54,3 + 23 5 nit/min/kg a 47 ±31,2 mL/min/kg, cambio muy inferior a la que se
produce en los animales que reciben lib.
PREVIO 45’ PREVIO 450 PREVIO 45 PREVIO 45
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Efecto de la H b sobre el INDICE CARDIACO
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Fia Ril6: Acción ¿cía Mb sobre el IC: la Mb (gris oscuro) produce un descenso significativo del IC, tanto en el grapo séptico como oso
séptico (control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectos comparados han sido el IC antes de la administración de lib (previo)
frenteal existente después JetS’.
E) Efecto de la Hb sobre la RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
La lib provoca un aumento significativo de la RVS (Tiempo * Hb: p<O,OOOl). El
íncremento del grupo control es de 1 8 + 0,3 a 3,44±1,1 (91,1 %) yen el grupo séptico de
1,4 + 0 7 a 3,9 ±2,3 (178 %). Este incremento en la RVS no difiere entre el grupo control
y el séptico (Tiempo * lib * sepsis: p NS). Como puede verse en la figura, en los grupos
que no han recibido lib no se produce incremento.
Efecto de la Hb sobre la
RESiSTENCIA VASCULAR SiSTÉMICA
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Nt R37: Acción de la Mb sobre la RX<M: la 111, (gris oscuro) produce un incremento significativo u, la RvM, tanto en el grupo séptico
como no séptico <control), frenteal grupo no tratado (gris claro). Los efectos cx~omparados han sido la RVM antes deis administración de
Hb (previo) frente a la existente después de 45’.
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F) Acción sobre el FLUJO MESENTÉRICO
La lib provoca un marcado descenso del Qmes (Tiempo * lib: p<0,OOOl) tanto en
el grupo control como en el grupo séptico. Como puede verse en la figura este efecto se
manifiesta de forma análoga en ambos grupos, de hecho, no es significativo la presencia de
sepsis o no en el descenso de flujo que produce la lib (Tiempo * sepsis * lib: p NS).
Efecto de la 1-Ib sobre el FLUJO MESENTÉRICO
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Fia 1138: Acción de la lib sobre el Omes: la lib (gris oscuro) produce un descenso significativo del Qmes, tanto en el grupo séptico
como no séptico <control), frente al grupo notratado (gris claro). Los efectos comparados han sido el Qmes antes de la administración de
Mb (previo) frente al existente después de 45’
G) Efecto sobre la RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA.
La Hb produce un incremento significativo en la resistencia vascular mesentérica
(Tiempo * lib: p= 0,004). En el grupo control se observa un incremento de una RVM de
22 + 96 mmlig/mL/min*kg a 61 3 + 64,1 mmHg/mL/min*kg. En el grupo séptico el
incremento es de 14 ±2,12mnilig/mL/min*kg a 35 3 + 2 4 mmlig/mL/min*kg.
PREVIO 45’ PREVIO 45’ PREVIO 45’ PREVIO 45’
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Efecto de la Hb sobre Ii
RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
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Fin 109: Acoión de la Hb sobre la RvM: la Mb (gris oscuro) produce un descenso significativo de la RVM, tanto a, el grupo séptico
como no séptico (control), frente al g~.po notratado (gris claro). Los efectos comparados han sido la RvM antes de la administración de
lib (previo) frente al existente después de 45’.
H) Efecto de la hemoglobina sobre el FLUJO PORTAL
De una forma similar a lo que ocurre con el Qmes, la lib produce un marcado
descenso del Qp (Tiempo * lib: p<O,OOO 1). No existe diferencia significativa entre el
efecto que provoca la lib sobre el grupo control y el grupo séptico (Tiempo * lib * sepsis:
p NS). En el grupo control que recibe lib el flujo portal medio disminuye de 12 39 + 4 6
mL/mm/kg a 7 8 + 3,7 mL/mm/kg y en el grupo séptico de 103 + 2 8 mL/mm/kg a 6,1±
3,1 mL/mm/kg (40,7%).
Efecto de la Hb sobre el FLUJO PORTAL
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Fin R40: Acción de la Mb sobre el Op: la lib (gris oscuro) produce un descenso significativo del 0s. tanto en el grupo séptico como no
séptico (control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectos comparados han sido el Qones antes de la administración de lib
(previo) frente al existente después de 45’.
a
CONTROL
RO
CONTROL
20
RO
a í<
it
E II
la
SE PS IB
122
RESULTADOS
1) Efecto de la Mb sobre la REDISTRIBUCIÓN DE FLUJO
a) Efecto sobre la radio: Qmes/IC.
La Hb no produce ningún cambio en el porcentaje de Qmes con respecto al total
(Tiempo * lib: p NS). Este hecho sucede tanto en el grupo séptico como en el grupo
control (Tiempo * 11’o * sepsis: p NS).
Efecto de la FI b sobre el INDICE de FLUJO MESENTÉRICO
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Fi~ Rl 1: Acción de la lib sobre la ratio Omes/IC: la lib <gris oscuro) no produce cambios srgniflcatovos a, este paránsdro, tanto en el
grupo séptico como no séptico <control), fi-ente al grapo no tratado (gris claro). Los efectos comparados han sido el Qrnes/IC antes de la
administración de Hb (previo) frente aJ existente después de 45’.
b) Efecto sobre la ratio: Qp/IC.
La lib no produce ningún cambio en el porcentaje de Qp con respecto al total
(Tiempo * lib: p NS). Este hecho sucede tanto en el grupo séptico como en el grupo
control (Tiempo * lib * sepsis: p NS).
Efecto dela Hb sobre eIINDICE de FLUJO PORTAL
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Fia R42: Acción de la lib sobre la ratio Oo/K: la lib (gris oscuro) no produce cambios significativos en este parúmdro, tanto en el
grupo séptico como no séptico (control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectos comparados han sido el Qp/IC antes de la
administración de lib (previo) frente al existente después de 45’.
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Los efectos hemodinámicos observados en los animales a los que se les administra
lii, frente a los animales no tratados, pueden resumirse en la siguiente tabla:
EFECTOS HEMODINÁMICOS de la Hb:
• ACCIONES SISTÉMICAS:
— No altera: FC, IC.
— 4’PAM.
—4’ PAl’.
4’RVS.
• EFECTOS REGIONALES:
— .4- Qmes con 1’ RVM.
-
4-Qp.
— No produce cambios en: Qmes/IC y Qp/IC.
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3. EFECTO DOSIS-RESPUESTA de la HEMOGLOBINA
En el apartado anterior se han expuesto los efectos netos que produce la
administración de Hb, frente a la evolución que sufren los animales en ese mismo periodo
de tiempo cuando éstos no son tratados. En esta nueva sección se van a exponer las
acciones hemodinámicas de la lib desglosadas para cada una de las dosis administradas
comparando el comportamiento en el grupo séptico frente al control.
A) EFECTO sobre la FRECUENCIA CARDIACA
La lib produce un descenso significativo en la FC (p = 0,0002). Esta acción afecta
de una forma análoga en el grupo control y en el séptico (Tiempo * sepsis: p = 0,12). En el
grupo control la FC basal de 127 8 + 18 1 latidos/mm pasa a 94 2 + 33 5 latidos/mm tras la
primera dosis de lib (este descenso es estadísticamente significativo: p = 0,01).
Posterionnente este descenso no se mantiene de tal forma que en las dosis posteriores no es
significativo el descenso de FC, ni respecto a la basal ni con respecto a las dosis previas.
Es decir, el efecto sobre la FC no es dosis-dependiente en el grupo control. En el grupo
séptico se produce igualmente un descenso significativo de la FC en la primera dosis
(p=O,03), este efecto no se mantiene posteriormente, ya que la FC para las dosis de 200 y
400 mg/kg/h no varía significativamente con respecto a la basal. Sin embargo, el cambio
que se produce globalmente en el grupo séptico es significativo (p = 0,006) aunque no
dosis-dependiente.
FRECUENCIA CARDIACA
Efecto dosis-respuesta de la Hb
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Fia R43: Acción de las diferentes dosis de Mb sobre la FC: La Mb produce un descenso significativo de la FC,
tanto en el g~o caotrol <U> corno en el séptico (.).
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B) EFECTO SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL
La lib produce un intenso incremento de la PAM (p <0,0001). Sin embargo, esta
acción se manifiesta de forma muy diferente en ambos grupos (Tiempo * sepsis:
pCO,OOO 1). Analizando la diferencia entre los dos grupos, ésta es estadísticamente
significativa en el momento previo a la infusión (obviamente por el efecto de la sepsis) y
en las dosis de 100 y 200 mg/kg/h, sin embargo en el momento de la dosis 400 mg/kg/fr la
PAM alcanza los valores muy próximos a los del grupo control en estado previo lo que
pone de manifiesto que la lib se comporta como un resucitador eficaz restaurando la PAN!
a valores de animales no sépticos. El efecto de la Hb para la PAM si es dependiente de la
dosis ya que en el grupo séptico se observa como en la primera dosis hay un incremento
significativo respecto a la basal (p: -~ 0,0006) y en el momento de la dosis de 200 mg/kg/Ii
el incremento de la PAM también es significativo con respecto a la dosis previa (p:-~
0,0006). Esto muestra que aunque el efecto sobre la PAM es dosis-dependiente para dosis
bajas, no llega a producir aumentos de la PAM a valores que superen de manera importante
¡a normalidad, lo que supone una ventaja importante terapéutica.
PRESIOIl ARTERIAL MEDIA
Efecto dosis-respuesta de la Hb
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Fig R44: Acción de las diferentes dosis de lib sobre la PAM: La lib produce un incremento significativo de la
PAM. Este inaesnento es más acoo,sado en el grupo séptico (.).
<8) diferencia estadisticamente sigmfscatova frente al grupo séptico.
(+) = diferencia estadisticamente sognofocativa con la PAM previa a la administración de lib.
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B> ACCIÓN sobre la PRESIÓN en la ARTERIA PULMONAR
La lib produce un incremento importante de la PAP (lib: p <0,0001). Como puede
aprecíarse en la figura este incremento ocurre de manera paralela en ambos grupos. De
hecho, la influencia en la evolución de la PAP no es significativamente diferente en
función de la presencia o no se sepsis (lib * sepsis: p = 0,2805). En el grupo control
provoca un incremento significativo de la PAP (p = 0,0008). Este efecto, como puede verse
en la figura es progresivo, si bien tan solo en el momento de la dosis máxima alcanza un
nivel estadisticamente significativo con respecto al basal (p = 0,0204). En el grupo séptico
el efecto es análogo, se parte de una PAP previa de 30,3 mmHg alcanzada a lo largo de las
cuatro horas de evolución séptica y en un periodo de 45’ de administración de lib llega a
45,3 mmMg (p <0,0001). Este valor se alcanza progresivamente a medida que aumenta la
dosis de Hb, si bien la diferencia no es significativa con respecto al valor basal hasta la
dosis máxima (p 0,0006).
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Fi~ R45: Acción de las diferentes dosis de lib sobre la PM: La lib produce un incremento significativo de la
PAP, tanto en el grupo control <~> como en el séptico (si>.
D) ACCIÓN SOBRE EL INDICE CARDIACO
La lib produce un descenso significativo (p < 0,0001) del IC. Como puede
observarse en la figura, este descenso tiene lugar tanto en el grupo séptico como en el
grupo control (lib * sepsis: p NS). La lib comienza a ejercer su efecto sobre el IC a dosis
1
‘7.
Mb: p*WtXIOI
Hb8selOsis:p0,2205
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de 100 y 200 mg/mL/kg en los animales control, observándose diferencias significativas
con respecto al IC que presentaban previamente. En los animales sépticos se observa una
tendencia al descenso menos pronunciada, tan solo en la última dosis se alcanzan valores
de IC diferenciables de los que presentaba previos a la administración de lib.
INDICE CARDIACO
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Fia R46: Acción de las dif&aotes dosis de Mli sobre el iC: La Mb produce cm descenso signifi~tivo del lO,
tanto a, el grupo control (~) como al el séptico (.).
E) ACCIÓN de la Mb en la RVS
La lib produce un incremento significativo de la RVS (lib: p <0,0001). Este
incremento se produce ~n el grupo séptico (lib: p 0,001) y en el grupo control (lib: p =
0,0002), no existiendo diferencias significativas en el comportamiento dependiendo de la
presencia de sepsis (Hb * sepsis: p NS). Como puede observarse en la figura R47, el
incremento respecto a la medida previa es significativo (+) a partir de la primera dosis.
RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
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Fin R47: Acción de las diferentes dosis de lib sobre la RV5: La lib produce un incremento significativo de la
RVS,tantoen el grupo control (~)comoene1sÉptico(.). Apaitirdelaprimerañosis eJincremmto~
significativo con respedo a la medi4a previa a la administración de Mb (+).
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F> EFECTOS DE LA Hb SOBRE EL Qmes.
La lib provoca un descenso significativo del Qmes (lib: p<0,OOO1). Sin embargo,
el comportamiento del grupo séptico no es el mismo que el del grupo control (lib * sepsis:
p<0,0001). En el grupo control se produce un descenso significativo para la dosis de 100
mg/kg/h y para dosis superiores se mantiene dicho descenso. Sin embargo, en el grupo
séptico el descenso es paulatino, siendo estadísticamente significativa la diferencia con
respecto a la medida de fiosis O (+) para la dosificación de 400 mg/kg/h.
FLUJO MESENTÉRICO
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FiE R48: Acción dc las diferentes dosis de lib sobre el Ornes: La lib produce un descenso si~,iflcativo del
Qmes, tanto en el grupo control (~) como en el séptico (si>. En el grupo control el descenso, con respecto a la
medida previa a la administración de Hb. es significativo (+) a partir de la primera dosis.
(8): diferencia significativa con respedo al grupo control
G) ACCIÓN DE LA Hb SOBRE LA RVM.
La lib produce in incremento significativo en la RVM (lib: p = 0,0025). Este
comportamiento no difiere dependiendo de la presencia de sepsis (Hb * sepsis: p NS).
Como puede observarse en la figura, al igual que sucede con el Qmes, la variación en el
grupo control se produce desde la dosis de 100 mg/kg/h, mientras que en el grupo séptico
el incremento es máximo para la dosis de 400 mg/kg/h.
lib: p<O,tEOl
fl’ sepan: p’~.00Ol
100 00
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RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
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Fin 1149: Acción de las diferentes dosis de lib sobre la RvM: La lib produce un incremento siguificatN~ de la
RVM tanto en el grupo control (U) como en el séptico(s).
H> EFECTOS DE LA HB SOBRE EL Qp.
La liii provoca un descenso significativo del Qp (lib: p<O,OOOl). Sin embargo, el
comportamiento del grupo séptico no es el mismo que el del grupo control (lib * sepsis:
po=0,02). En el grupo control se produce un descenso significativo para la dosis de 100
mgfkg/h y para dosis superiores se mantiene dicho descenso. Sin embargo, en el grupo
séptico el descenso es paulatino, siendo estadísticamente significativa la diferencia con
respecto a la medida de dosis O (+) para la dosificación de 200 y 400 mg/kg/h.
FUlJO VENA PORTA
Efecto dosi,4espuesta de la Hb
u 4
Is1
l1~<
ej
74
54
a
-g- CONTR~
-e” SEPOIS
Fin R50: Acción de las diferentes dosis de Mb sobre el Oo: La lib produce un descenso significativo del Qp,
tanto en el grupo control (U) como en el séptico (.). En el grupo control el descenso, con rewedo a la
medida previa a la administración de lib, es significativo (o-) a partir deis primera dosis.
lib: p.cO.OOOl
lib sepu.: p 0,02
J
1
o loo 290 o
Dosis 1* (mglkgh)
130
RESULTADOS
1) EFECTO DE LA Hb sobre la RAllO QmesIlC.
La Hb no produce cambios significativos en la raño Qmes/.IC (Hb: p NS); es
decir, no afecta a la distribución de flujo a nivel de la arteria mesentérica.
VARIACIÓN de It RATIO Om.u¡ IC
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Fig RS 1: Acción de las diferentes dosis dc lib sobre la ratio Omes/le: La lib no produce cambios
significativos, tanto en el grupo control (~) como en el séptico (.).
J) EFECTO DE LA Mb sobre la RATIO QpIIC.
La lib no produce cambios significativos en la ratio Qp/IC (lib: p NS); es
decir, no afecta a la distribución de flujo a nivel de Ja vena porta.
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Fig 1152: Acción de las diferentes dosis de lib sobre la ratio Oo/IC: La Hb no produce cambios significativos,
tanto en el grupo control (~) como en el séptico (si>.
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Los efectos de la Hb que se han expuesto en este apartado pueden resumirse en:
EFECTO DOSIS-RESPUESTA de la Hb
1 • EFECTOS SISTÉMICOS:
— tPA.M dosis-dependiente en el grupo séptico, alcanzándose un valor
equiparable al del grupo no séptico antes de administrar lib.
— 1’ PAP dosis-dependiente, tanto en el grupo control como en el séptico.
— 4- IC dosis-dependiente en ambos grupos.
¡ • ACCIONES REGIONALES:
j
- tRVM.
• sepsis: el descenso es significativo para las dosis de 200 y
mg/kg/Ii.
• control: el descenso se produce con la dosis más baja.
— No se producen cambios en las ratios referentes a distribución de flujo:
Qmes/IC y Qp/IC.
— 4- Qmes:
• sepsis: el descenso es significativo para la dosis 400mg/kg/h.
• control: el descenso se produce con la dosis más baja.
400
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EFECTOS HEMODINÁMICOSdel QSH
Como ya se ha expuesto en apartados previos, el objetivo fundamental de este
trabajo es testar la hipótesis de que el QSli, como molécula intraeritrocitaria que contiene
grupos tiol, puede “competir” con la Hb por el NO. Este supuesto se basa en el hecho de
que parte del NO que se une a la Hb lo hace a través de los grupos —SH de las cisteinas que
contiene la lib. Para comprobar si el GSH “compite” con la Hb por el NO, vamos a
comprobar si éste es capaz de revertir las acciones hemodinámicas de la lib.
A) EFECTO del GSH sobre la PRESIÓN ARTERIAL MEDIA
El GSH no produce cambios significativos sobre la presión arterial (GSH: p NS). Esta
ausencia de cambios tiene lugar tanto en animales tratados con lib (GSH * lib: p NS)
como en los no tratados (GSH * Hb: p NS). El grupo no séptico tratado con lib posee un
valor medio de PAM de 137,6 + 92 mm}{g que se mantiene en un valor de 137 5 + 73
mmlig tras la infusión del glutation. De una forma similar sucede en el grupo séptico
tratado con lib; el valor de PAM previo fue de 123 + 13 5 mmiHg y 1343 + 290 mniiHg al
minuto de la infusión de glutation. El glutation por lo tanto no revierte el efecto hipertensor
de la lib y como puede verse en la figura R53 tampoco tiene efectos sobre la PMvI en
ausencia de ésta.
Efecto del GSM sobre la PRESIÓN ARTERIAL
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Fha R53.- Efectos del GSli sobre la PAM: el GSH no produce cambios significativos en ninguno de los grupos estudiados. Los efectos
comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de 05ff (previo) y los observados al minuto de su administración
(GSH7I.
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C> EFECTO del GSH sobre la PAP
El glutation no produce canibios significativos sobre la presión de la arteria
pulmonar (GSH: p NS). Este efecto tiene lugar tanto en los animales que reciben lib (p
NS) como en aquellos no tratados (p NS). El glutation no revierte por lo tanto el efecto
hipertensor de la lib en el pulmón ni ejerce ningún efecto significativo en ausencia de ésta.
Efecto del GSH sobre la PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR
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Fia R54.- Efectos del OSH sobre la PA?: el GSli no produce cambios significativos en niaguno de los grupos estudiados. Los efectos
comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de 65ff (previo) y los observados al minuto de su adn,inistración
(GSli).
D) ACCION sobre el INDICE-CARDIACO
El glutation produce un leve pero significativo incremento del IC los animales
tratados con lib (GSH p: 0,0041). Este efecto, como puede observarse en la figura, se debe
al incremento que se tiene lugar en el grupo séptico (de 53,4 + en 0 8 mL/mm/kg a 62,0 ±
5,2 mL/min/kg) (GSH * sepsis: p = 0,016). El incremento del IC junto con el
mantenimiento de la PAM puede generar un cierto descenso, aunque no llega a ser
significativo, de la elevada resistencia vascular inducida por la Hb. En cambio, en el grupo
que no recibe Hb no se producen cambios significativos en el indice cardiaco (&SH: p NS)
ni existe interacción entre el efecto del GSH y la sepsis (GSli * sepsis: p NS); es decir, el
GSH se comporta de manera análoga tanto en el grupo control como en el séptico. En el
grupo control que no recibe Hb el glutation mantiene el IC, el valor medio de IC pasa de
79 1 + 13 7 mljmin/kg a 79,4±13,6 mL/mm/kg. En el grupo séptico tampoco tienen lugar
cambios en el IC.
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Efecto deI GB Ii sobre •I INDICE CARDIACO
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Fha 1155.- Efectos del 05ff sobre el IC: el 05ff produce cambios leves pero significativos al séptico tratado cao Hb. Los efectos
comparados han sido los que presentaban antes del bolo de GSli (previo) y los observados al minuto de su administración (GSM).
E) EFECTOS delGSH sobre la RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
El glutation no produce cambios significativos en la resistencia vascular sístémica
tanto en los grupos tratados previamente con lib (GSH: p NS), como en aquellos que no
recibieron tratamiento (GSH: p NS). Sin embargo, aunque no es significativa la variación,
se observa una cierta tendencia al descenso de la RVS en los animales tratados con lib. El
efecto del glutation sobre la RVS no depende de la presencia de sepsis ni en los animales
tratados ni en aquellos que no reciben lib (reciben lib: GSH * sepsis: p NS y en los que no
sometidos a tratamiento: GSH * sepsis: p NS).
Efacto del GSK sobre ji RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
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Fha R56.- Efectos del GSli sobre la RVS: el GSH no produce cambios significativos a, ninguno de los grupos estudiados. Los efectos
comparados han sido los que presentaban antes del bolo de GSM (previo) y los observados al minuto de su administración (GSH).
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F) EFECTO del GLUTATION sobre FLUJO MESENTÉRICO
El GSH produce un incremento significativo en el flujo mesentérico (p < 0,0001). Este
efecto, es fuertemente dependiente de la administración concomitante de lib (GSH * lib: p
= 0,0004).
a) Grupo de animales tratados con Hb
Como puede observarse en la figura R57, en los animales tratados con Hb el GSli produce
un incremento intenso del flujo mesentérico (GSH: p = 0,0005):
- Grupo no séptico tratado con Hb: en el grupo control el aumento de flujo
mesentérico medio fue de 4,0 + 1 8 miL/mm/kg a 7 8 + 0 8 mL/mm/kg. Este incremento
sitúa los niveles de flujo mesentérico en valores próximos a los correspondientes a los
flujos de los animales no reciben lib. Es decir, se alcanza un flujo mesentérico medio
posterior al glutation (7,7 ±0,8 mL/mm) comparable al del flujo control que no recibe
lib (7,0 + 1 6 mL/mm). Este hecho revela que el GSH es capaz de revertir el efecto de
la lib como sustancia que provoca una disminución en el flujo de la región
mesentérica.
- Grupo séptico con Hb: el cambio que se produjo en el flujo mesentérico fue de 3 2 +
0,9 mL/mm/kg a 6 4 + 2,5 mL/mm/kg. Este incremento producido por la
administración de GSli conduce a un valor de flujo (6,4 ±2,51 nfL/minlkg) superior al
correspondiente al grupo séptico que no recibe lib (4,12 + 1 2 mL/min/kg). Esto pone
de manifiesto que, a diferencia de lo que ocurre en el grupo control, el GSH no solo
aumenta el flujo revirtiendo el efecto de la lib sino que aún lo incrementa más.
b) Grupo de animales NO tratados con Hb
En los animales no tratados con Hb el GSH no produce globalmente modificaciones
significativas en el flujo mesentérico (GSH: p NS). Sin embargo, cabe destacar que en el
grupo séptico el GSli produce un incremento de flujo de un valor medio previo de 4 1 +
1,2 mL/mm/kg hasta un valor medio de 4 9 + 0,3 nit/min/kg. Este comportamiento
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diferencial del grupo séptico con respecto al grupo control no llega a ser estadísticamente
significativo (GSH * sepsis: p=O,O65), pero sí es relevante ya que la variación que se
produce en el grupo control es prácticamente inexistente (de 7 01 + 1 6 mL/mm/kg a 7,003
+ 1,6 mL/niin/kg).
Efecto del GSH sobre .l FLUJO MESENTÉRICO
10
g
o
u
E
7
6
5
4
3
2
CONTROL
ion
1
9
o
-t
E
E
7
6
5
4
3
2
SE PS 5
Fha R57,- Efectos deI 0811 sobre el Ornes: El 0811 produce un importante incremento del Qmes es, los animales tratados con lib
(p=O,0005), revirtiesido el efecto de la lib.. Los efectos comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de 0511
(previo) y los observados al minuto de su administración (05H).
G> EFECTO DEL GLUTATION SOBRE EL FLUJO PORTAL
El GSli produce un incremento significativo del flujo portal (GSH: p<O,OOO1). Este
efecto es intensamente dependiente de que ¡os animales hayan sido tratados con lib (GSli
* lib: p<O,OOOl).
a) Grupo de animales tratados con Kb
El glutation produce un aumento significativo del flujo portal (GSH: p<0,OOOl) en ambos
grupos, no dependiendo de la presencia de sepsis (GSH * sepsis: p 0,1535).
- Grupo control con Hb: Este grupo presenta un flujo portal medio antes de la
administración de GSH de 5 3 + 0 4 mIL/mili/kg que por efecto del GSH pasa a un flujo
prevF 6814 previo GSH
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portal medio de 13,4 + 4 6 mL/mm/kg. Este incremento implica alcanzar un flujo portal
medio comparable al del grupo control que no recibe Hb (13 3 + 3 7 mL/min/kg). Este
hecho pone de manifiesto que el GSH es capaz de revertir en su totalidad el efecto de la
lib sobre el flujo portal.
- Grupo séptico con Hb: El flujo portal medio que precede al bolo de glutation es en
este grupo de 5 2 + 3,4 mL/mm/kg que por la acción del GSli se incrementa a un valor
medio de 10 3 + 4 5 mt/mm/kg . Este valor alcanzado de flujo medio portal es superior
al correspondiente del grupo séptico que no recibe lib (7,8 + 0 6 mL/min/kg); es decir,
el GSH no solo revierte los efectos de la Hb sobre el flujo portal sino que ocasiona un
flujo portal medio mayor.
a) Grupo de animales NO tratados con llb
En este grupo se observa un comportamiento diferencial dependiendo de la existencia
de sepsis (GSH * sepsis: p = 0,03).
-Grupo control Como puede observarse en la figura, el GSH no produce variación en
este grupo en el flujo portal medio. La media de flujo portal que precedía a la
administración del GSH era de 13 3 + 3,7 mL/mm/kg y tras el GSH no sufre variación
ya que el valor medio fue de 13 4 + 3 9 mL/mm/kg.
-Grupo séptico. A diferencia de lo que sucede en el grupo control, en el grupo séptico
el GSH produce un incremento significativo (p = 0,05) del flujo portal medio. El
incremento que se produce es de un valor medio de flujo portal de 7,8 + 06 mL/mm/kg
a 93+1,lmL/min/kg.
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Efecto del GSH sobre ~I FLUJO PORTAL
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Fha R58.- Efectos del GSH sobre el Os,: El GSli produce un importante incremento del Qp a, los animales tratados con nl, (p<O,OOOI),
revirtiendo el efecto de la Hb.. Los efectos comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de GSH (previo) y los
observados al minuto de su administración (GSH).
H> EFECTO del GSH sobre la RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
El GSH produce globalmente un descenso significativo de la resistencia mesentérica
(GSH: p = 0,0018). Este efecto es fuertemente dependiente de que haya existido
tratamiento con lib (CJSH * Hb: p 0,006).
a) Grupo de animales tratados con Hb
En este grupo el GSH produce un descenso significativo de la resistencia vascular en el
lecho mesentérico (GSH: p = 0,0067). Este efecto tiene lugar de forma análoga tanto en el
grupo control como en el séptico, no existiendo diferencias significativas entre el
comportamiento que presentan ambos grupos (GSH * sepsis: p NS).
- grupo control con Hb. En este grupo el GSli produce un descenso de resistencia
vascular mesentérica media de un valor medio de 42,1 + 19 8 mmlig/mL/min*kg a
17 6 + 2,1 mmlig/mL/min*kg. Este descenso sitúa el valor de la resistencia
mesentérica en un valor próximo al del grupo control que no recibe lIb (15 3 + 3 7
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mmHg/mL/min*kg); es decir, el QSH revierte prácticamente en su totalidad el efecto
de la Hb sobre la resistencia mesentérica
- Grupo séptico con Kb. En el grupo séptico el GSH produce un descenso de la
resistencia vascular mesentérica de un valor previo de 42 7 + 20 1 mmiHg/mL/mmn*kg
a 24 8 + 12,24 mnllig/mL/mmn*kg. Este valor de RVM alcanzado por el efecto del
GSH próximo al valor del grupo séptico que no recibe lib.
a) Efecto sobre los animales que NO reciben Kb
En este grupo el 05Ffno produce cambios significativos en la RVM (GSH: p NS). Este
hecho ocurre de manera análoga en el grupo control y en el séptico (GSH * sepsis: p NS).
Tan solo en el grupo séptico se observa un pequeño descenso en la RVM de 17,41 + 7 8 a
14 7 + 4 3 mmlig/mL/mmn*kg, que no llega a ser estadisticamente significativo.
Efecto del GSH sobre la RESISTENCIA MESENTÉRICA
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Fha R59.- Efectos del GSH sobre la RVM: El 0511 produce un impostante descenso de la RVM en los animales tratados con Mb
~~=O,OO59>,revirtiendo el efecto de la MS. Los efectos comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de (isil @e~io)
y los observados al minuto de su administración (0511).
CONTROL SEPSIS
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1) EFECTOS del GSH sobre la DISTRIBUCIÓN de FLUJO
a> Acción sobre la ratio QmesIIC
El 0514 produce un importante incremento sobre el porcentaje de Qmes con
respecto al flujo total (GSH: p=O,O02); es decir, el GSH altera la distribución de flujo
puesto que incrementa la proporción de flujo total correspondiente a la arteria
mesentérica. Como puede observarse en la figura R60, este efecto sucede en los
animales tratados con Hb (GSH * Hb: p = 0,0065).
Efecto deIGSN sobre la el INDICE Qnoes LIC
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Fha R60.- Efectos del 0511 sobre la ratio Ornes/lO: El 0511 produce un ionpoflantc incremento de la ratio Qmes/IC en los animales
tratados con Mb (p0,OOdS). Los efectos comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de 0811 (previo) y los
observados al minuto de su administración (0811).
b> Acción sobre la vatio QpIlC
El OSII produce un importante incremento sobre el porcentaje de Qp con respecto al
flujo total (GSH: p=0,0026); es decir, el GSH altera la distribución de flujo puesto que
Incrementa la proporción de flujo total correspondiente a la arteria mesentérica. Como
puede observarse en la figura Rál, este efecto sucede en los animales tratados con Hb
(0514 * lib: p <0,0001).
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Efecto del GSM sobre la el INDICE O portal líO
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Fha R6i.- Efectos del 0811 sobre la ratio Oo/IC: El 0811 produce un importante incremento de la ratio Qp/iC en los animales tratados
con Mb (p<O,OOOi). Los efectos comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de 0811 (previo) y los observados al
minuto de su administración (0811).
Síntesis de las acciones observadas:
CONTROL SEPSIS0/
o
r.~t GSK —t GSH p.t 0814
EFECTOS HEMODINÁMICOS del GSH
• EFECTOS SISTÉMICOS:
— No altera la PAM.
— No altera la PAP.
— No altera el IC (tan solo de forma muy leve en los animales sépticos
tratados con lib).
— NoalteralaRVS.
• EFECTOS REGIONALES:
— t Qmes en animales tratados con lib y de modo más moderado en
animales sépticos que no reciben lib.
— 1’ Qp en animales tratados con lib y de modo más moderado en
animales sépticos que no reciben Hb.
— .4- RVM en animales tratados con lib.
¡ — t ratio Qmes/IC en animales tratados con lib.
— t ratio Qp/IC en animales tratados con lib.
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1 ANÁLISIS HISTOLÓGICO
Se ha realizado un estudio de los efectos de la sepsis y del tratamiento con Hb en
diferentes tejidos. Como se expone en el apartado de material y métodos, éste estudio se
ha centrado en dos aspectos:
- Análisis anatomopatológico por microscopia óptica con tinción hematoxilina-eosina.
- Estudio inmunohistoquimico para medir la formación de nitrotirosina.
Para establecer una relación comparativa entre los diferentes grupos se han establecido
una serie de criterios que se detallan en el apartado de material y métodos.
1.- ESTUDIO DEL INTESTINO DELGADO
A) TINCIÓN MEMATOXILINA EOSINA (microscopia óptica):
El grado de lesión tisular observado ha sido muy leve en todos los grupos, ya
que clasificando el grado de lesión en una escala de O a 8, ningún grupo sobrepasa un
valor medio de 0 67 + 0,3. Se observan pequeñas diferencias en las manifestaciones de
lesión tisular del intestino delgado en los diferentes grupos. Como podemos observar en
la figura, el grupo control no presenta lesiones tisulares, mientras que los animales
sépticos presentan un mayor grado de lesión al igual que sucede en los animales
tratados con Lib. La diferencia que se observa entre el grupo control y el grupo control
tratado con lib es casi significativa.
¡
WJIRO WJlPa+Ft S~SJS S~SlS4¡,
Fig R-62: Estudio histoló2ico del intestino delaodo. Se observa una difawcia significativa m los daños
que produce la sepsis con re~~edo al wupo control.
FWICIE&XWIAÓPTiCA DEL INTESI1IC
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6) ESTUDIO INMUNOMISTOQUIMICO: NITROTIROSINAL
Se ha evaluado el grado de tinción en diferentes tipos celulares del intestino delgado.
células epiteliales:
La Hb produce en el grupo control un importante incremento en el grado de
tinción. Igualmente, la sepsis provoca un aumento de la tinción muy notable. Sin
embargo, en el grupo séptico la Hb se comporta de modo diferente ya que en este caso
la lib produce un descenso en el grado de tinción alcanzándose un valor similar al del
grupo control no tratado.
¡
CC*4TR~. CO@JTROL + Hb SEPSIS SEPSIS + Mb
Fig R-63. Expresión tisular dc nitrotirosina al las células q,iteliales del intestino delgado.
NITROTIROSINA EN CÉLULAS EPITEUALES DEL
INTESTINO DELGADO
pcO.OOl U) pcO,OQ1 U)
p<O,OO1 U) p.cO,CO1 (*)
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• células ganglionares:
En este tipo celular se observan importantes diferencias entre los grupos, en
cuanto al grado de tinción observado. En ningún caso control se observó tinción severa
mientras que en el caso de la sepsis el grado de tinción era de moderado a severo. Como
se ve en la figura, el grado de tinción en el grupo control es bajo (1,3 ±0,1) mientras
que en el grupo control tratado con Hb es grado de tinción se incrementa de un modo
importante. La sepsis produce un incremento significativo del grado de tinción con
respecto al grupo control. Por el contrario, la lib parece aminorar el grado de tinción en
la sepsis ya que se produce un descenso casi significativo (p 0,06) en el grado de
tinción con respecto al grupo séptico no tratado.
8 2
o,
•0
o
a
CONTROL CONTROL + Mb SEPSIS SEPS~S + Mb
Fig R-64. Expresión tisular de nitrotirosina en las células gangjionares del intestino delgado.
NITROTIROSINA EN CÉLULAS GANGLIONARES
p=O,0032 0) p=Q,O6
1
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NITROTIROSINA EN EL INTESTINO DELGADO
p=O,OOOS e> p=O,02 C>
p=O0022 U’)
1
CONTROL CONTROL .eHb SEPSIS SEPSIS ~Hb
Hg R-66. Expresi~ tisulor de nitrotirosina en el cómputo global de todos los tipos collares del intestino delgado.
2.- ESTUDIO HEPÁTICO _____
A) TINCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA (microscopia óptica):
Al contrario de lo observado en el intestino delgado, el estudio histológico del
hígado realizado con tinción hematoxilina-eosina revela que existen diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo séptico. Como puede observarse en la
figura, la lib produce una cierto incremento en el grado de lesión de los animales
control, aunque no es estadísticamente significativo.
‘o,
0.5
Fig R.67: Estudio de la histología h~ática. La sepsis increnjenta el grado de lesión de forma significativa.
3,5
3
2,5
2
c
•0
o
c
lA
o
It
o
1,5
1
0,5
O
ESTUDIO HISTOLÓGICO HEPÁTICO
p=O.04 (1
2,5
15
CONTROL CONTROL + HA BEPSIS sePsIs .-Hb
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6) ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO: NITROTIROSINA
En el hígado no se observan diferencias significativas en el grado de tinción de
los diferentes grupos estudiados.
NITROTIROSINA EN HIGADO
2,5
2
1
~ 15
0,5
CONTROL CONTROL+ Mb
Fig R-68. Expresión tisular de nitrotirosina en hígado.
1
i- ESTUDIO RENAL
A) UNCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA (microscopia óptica):
No se han observado lesiones morfológicas en ninguno de los grupos estudiados
8) ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO: NITROTIROSINA
En los animales sépticos se produce in incremento en el grado de tinción
próximo a la significación estadística (p=O,O6). En este caso la lib no parece
incrementar el grado de tinción en el grupo control, ni tampoco ejerce ningún efecto en
el grupo séptico.
SEPSIS SEPSLS i-Hb
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NITROTIROSINA RENAL
1,6
1,6
o,
o 1,4
0~ 1,2
0,6
0,6
0,4
0,2
Fíg R-69 Expresióntisular de nitrotirosina w riñón.
4.- ESTUDIO PULMONAR _____
En el pulmón no se observan diferencias significativas en el grado de lesión
tisular entre los diferentes grupos. El grado de lesión en todos ellos es pequeflo.
ESTUDIO HISTOLÓGICO DEL PULMÓN
‘9
1
01
T
Fig 70. Estudio histológico pulmonar>
En cuanto a la nitrotirosina, en nuestro modelo no hemos hallado positividad en
ninguno de los animales estudiados.
CONTROL CONTROL+Hb SERSIS SEPSIS +Hb
CONTROL CONTROL+ It s~psIs SEPSIS.Mb
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SEPSIS HUMANA
Se ha medido la concentración sérica de RSNOs
shock séptico, sepsis, shock cardiogénico y en individuos
Los criterios de inclusión para cada uno de los grupos se ha
en humanos que padecían
sanos como grupo control.
detallado previamente en el
apartado de material y métodos.
RSNOs
Existen diferencias significativas en los valores de RSNOs hallados en los
diferentes grupos. Los grupos de personas que estaban afectadas por algún tipo de
infección y además cumplían el resto de los criterios de sepsis tenían los niveles de
RSNOs significativamente superiores al grupo control y al grupo de enfermos que
padecían de shock cardiogénico. También se observan diferencias significativas
entre los pacientes sépticos que no precisaban administración de drogas vasoactivas
(sepsis) y aquellos que presentaban fracaso hemodinámico (necesidad de drogas
vasoactivas: shock séptico).
lo
j.
8
e
4
2
o
GONTR2L SHOCK sEpgS SHOCKGARDIOGÉMCO sÉpTico
Ele Ru - Concentraciones de RSNOs en diferentes patologías humanas.C= control, S~ sepsis, SC~
shocic cardiogáxico, SSrSo& s~,tico.
RSN(X en HUMANOS
C.’SS: p <
SC/SS:p1Z009(*
)
5(18: p 0,07 8/88: p = 0,003 (~)
_____________ O
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Por lo tanto, existe una relación directa entre los niveles de RSNOs y la
presencia o no de infección. También se observa un incremento en su concentración en
función del grado de afectación vascular de la sepsis.
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ANEXO
ANÁLISIS ESTADISTIGO
En este apartado se van a mostrar todos los cálculos que se han efectuado para la
obtención de resultados. Las tablas que muestran el análisis de la varianza obtenido,
expresan los siguientes valores:
gí: grados de libertad.
SC: suma de cuadrados.
MC: media de cuadrados.
F: estadístico de contraste F.
p: significación estadística.
C: control.
5: sepsis.
C + lib: control tratado con lib.
5 + Hb: sepsis tratada con lib.
1.. EVOLUCIóN HEMODINÁMICA DE LA SEPSIS
A) Frecuencia Cardiaca
Análisis de la Varíanza: Evolución de la FC
seps¡s
Error intragmpo
Tiempo
Tiempo * sepsis
Error intragrupo
sc Sc F p
1 28.444 28.444 018 08955
-~fl ~447,889 J&it2~..
~ZA~L. 3740
939 244 5976
5 , 29~.~33 00036
5 4696.222 <~1
110 17289,111 157174
Valores MedIos de FC
(Control — Sepsis)
Media OS ES
12~~
12 fl~j7 17~7 4996
12 J22A11 22289 6434
12 JL7~ iLi~ 4958
12 J~j§§~ 14222 ~
3.~
12 ~ J~fl .....§22~
12fl~7fl~
12 fl~ ~
12 j~~Q37 .~L ~
12 JAL21~ ~ 5370
o, FOD
O, FC-XY
o, rol
O, F02
O, FC3
O, F04
5, FOD
6, FC-3J
8, FOl
6, F02
s, F03
6, F04
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Test de Bonferroni: Diferencia Sepsis - Control
Hora O: p =
Hora 0,5: p
Hora 1: p =
Hora 2: p =
Hora 3:p=
Hora 4: p =
0,2650
= 0,0534
0,7690
0,3346
0,04198
0,1237
Análisis de la Varianza Evolución
Sepsís
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo Sepsis
Error intragrupo
al
de la Presión Arterial Medía
SC MC F o
1 12750.174 12750.174 ]J~~
22 13123153 596507
5 6278,951 12567~0
—~.
~
8~
-~
J~fl~
COCUl
-~-
s~L5 12499,618
110 16449,597
Valores Medías de PresIón ArterIal
<Control — Sepsis
\i Medias OS Err. Std.
12~~
12 112,~ e.am ~
~j~jj~j,
12Z~~
240412
Test de Bonferron¡: Diferencia Sepeis - Control
Hora 0: p = 0,4558
Hora 0,5: p r 0,6868
Hora 1: p = 0,04075
Hora 2: p <0,0001 S
Hora 3: p <0,0001 5
Hora 4: p <0,000 1 5
6) Presión Arterial Media
o, horno
C, hora 0,5
O, hora 1
O, hora 2
O, horaS
O, hora 4
6, horaO
6, hora 0,5
6, hora 1
8, hora 2
6, hora 3
5, hora 4
lis
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C) Presión en Arteria Pulmonar
Análisis de la Varlanza: Evolución de la PAP
Sepsís
Error intragrupo
Tiempo
Tíempr Sepsis
Error intragrupo
al sc MC F o
1 6486,640 6466.840 flA~L <OCEl
22 1812683
5 1499,868 299974
—~-
291,174
17026
~-
18526
<OCfll
-~-
~5 14S6,886
110 1938,087
Valores MedIos de PAP
<Control — Sepsis>
N Medías DS ES
12flfl~
12 fl~ 2.~7 O,~
12 fl~Q ~
~ 6052 1747
A~fl
27.~ 5.1~ 1.~
12
12
~.417j~j~
~ 4,271 1,~
12 ~d§Z .........IIZ§Z.. 1086
Test de Bonferroni: Diferencia Sepsis - Control
Hora 0: p= 0, 1295
Hora 0,5: p <0,0001 S
Hora 1: p <0,0001 5
Hora 2: p <0,0001 5
Hora 3: p <0,0001 $
1-Jora 4: p <0,0001 5
D) Indice Cardiaco (IC)
Análisis de la Varlanza: Evolución dello
DF
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
so MC F o
1 236.331 236.331 ,,flJ~ Q§~12
22 26459,2~
5 2479895 4P69~ 1
125§
...QIA§
~5 1037.561 207512
110 18294,215
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O, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
C, hora 2
O, hora 3
O, hora 4
5, hora O
5, hora 0,6
5, hora 1
8, hora 2
5, hora 3
S, hora 4
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Valores Medios del iC
(Control — Sepais>
N Media 0$ ES
12 flAZ! 3501 j~9~
.17Z±
S.237fl
534 8774 2533
282212 89163
12
761$1
12~~
12~j~
2J¶12
12 76811 35507
-~-
10250
-~
29,715 8,578
E) Flujo Mesentérico
Análisis de la Varlanza: Evolución del Flujo
Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepeis
Error iritragrupo
Mesentérico
Sc MC F
1 89.931 ~j
22 181,956
5 85926 17I1§5
~
±
±2415 32543 A~
110 144,846
Valores Medios de Flujo Mesentérico
(Control — Sepsis)
N Media DS ES
-~-
-~-
-~-
—~-
—~-
-~
—~-
—a
—~-
-~-
~-
Test de Bonferroni: Diferencia Sepais - Control
Hora 0: p= 0,3334
Hora 0,5: p = 0,0011 S
(-lora 1:p=0,0113S
Hora 2: p = 0,0043 $
Hora 3: p = 0,0297 S
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c, hora O
O, h45
O, hora 1
O, hora 2
O, hora 3
O, hora 4
8, hora O
8, h-O,5
8, hora 1
8, hora 2
8, hora 3
8, hora 4
O, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
O, flora 2
O, horas
O, hora 4
5, horao
5, hora 0,5
8, hora 1
6, hora 2
5, horaS
6, hora 4
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Hora 4: p = 0,0145 S
F) Flujo Portal
AnálIsis de la Varlanza: Evolución del flujo Portal
Ql SC
Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
MC F p
1 WB,789 ~ JjJ~ OOUSi
22 1205,584
5 488,536 ~7~797
~
47616 <0001
5 56676 §~Sj
110 225719
Valores Medios de Flujo Portal
(Control — Sepsls)
N Media DS ES
12 fl,~ 3776 1099
15312 3786 1~
-~- —~- -~-
14,~ 4,~ 1,266
12
12 14415 4662 1346
-~- —~- —~-
13522 A~
16.129~
11956 1691 0546
12
12
12 JJJ~j 31W 0915
~ 2718 0785
~ 2185 0631
~ 22tE 9,~7
12
12
12
(3) DistrIbución de Flujo Mesentérico <% respecto al IC)
Análisis de la VarUnza: % Flujo Mesentérico
Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
gí Sc MC F p
1 7.692 ~
22 1499.406
5 34,475 §~§~
Jfl~
6385
1083 9~fl7
5 70,790 fl~j
110 700,188
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e, hora O
C, hora
Charal
O, hora 2
ChoraS
C,hora4 ¡
8, hora O
8, hora O,~
S,tioral
5, hora 2
8 hora 3
S,liora4
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Valores MedIos de % Flujo Mesentérico
(Control — Sepeis>
N Medía OS ES
.—i~~-
~22Zfl.
~
2,~
0
0
07&J
JZQ1~
J4J~~
JIIa
flA~
fl~_2,3110.867
fl~ 2,101 0,~
J9L1§± ~ ,,,,,,,4J~
J9J~j. ..A§~L —~-~~-
§§j~ ~ 1219
1210.9915.4751,561
12
12
12
12 0,823
12
12
12
12
12
12 11.~ 7,~ 2.~
H) Distribución de Flujo Portal (% respecto al IC)
Análisis de la Varianza: Evolución
al
Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
del % Flujo Portal
Sc MC F
1 341.670 341.670 ~ 2~§..
22 4~,367
5 3(fl068 ~Qjff
26.~O
~flj
..J2~.5 133,449 Qfljj
110 1867,497 J~j
Valores Medios de % Flujo Portal
(Control — Sepsls)
N Media OS ES
12 2~~L
.flA4~L
~24~
21.flI
4
4
4.Bfl
JJQZa
JJ~L
1.~
12
12
12 6.~ ~fl
12 ,~J77§
rA§~.
J~7~
~
J~J~j
fl~
.
.
.
.......J9,~j
,,,,,,,,,,,,7~j
8.429
12 ~
12
12 2
217512
12 2.~
12 9,9622,881
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C, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
O, hora 2
O, hora 3
C, hora 4
8, hora O
8, hora 0,5
5, hora 1
8, hora 2
8, hora 3
8, hora 4
O, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
O, hora 2
O, hora 3
O, hora 4
8, hora O
8, hora 0,5
5, hora 1
8, hora 2
8, hora 3
8, hora 4
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1) Resistencia Mesentérica
Análisis de la Varianza: Resistencia Mesentérica
Ql SC MC F p
Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
1 9.966 9.956 ...JQZ§. 0 7831
22 2820,817
5 258,107 ,,j~J,,
~7~j
,~j
fi~§~
~
5 485.4~
110 1612,686
Valores Medios de ResistencIa Mesentérica
(Control — Sepsis)
N Media -Os ES
12~flfr
12~flfr
U fl~
U fl~
U
1.~ 0.478
4.~ 1.2w
G.n 1.826
6,~ 1,757
6,426 1.~
i~A~
~
1219,164
12 7,687 2,2fl
12 2.~ 0,789
6.827 1.971
,,,,,,,,ftQ~
7.~
,,,Z~fl
2,110
12 flflfl,
~
ft~_4.0811.189
14,294 3.518 1016
12
U
12
1) Resistencia Vascular Sistémica
ANOVA para RVS
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
al SC MC E
1 0.487 0.487 ,,Q~§ ,,,94~fl
22 18.268
5 1,041 92~.
~
W~2Zi
~
..A~2
Q,9j~,,5 2.840
110 21.306
Valores Medios de RVS
(Control — Sepsls>
N Media DS ES
12 JJ~~ QJ~ 0048
12~~
12 ~ ~ ,.....Q~.
12~~
12 ,JJ§fl 2§L 0083
12 1646 0816 flj,7~,
j~
12~~
12
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C, horno
C, hora 0,5
O, hora 1
C, hora 2
C. hora 3
O, hora 4
5, hornO
S, hora 0,5
5, hora 1
8, hora 2
5, hora 3
5, hora 4
O, hora O
O, hora 0,5
C, hora 1
O, flora 2
O, hora 3
C, hora 4
8, horno
8, hora 0,5
5, hora 1
5, hora 2
5, hora 3
5, hora 4
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K 2. CAMBIOS BIOQUÍMICOS EH LA SEPSIS
ANOVA para la vartacláo de la trlgllcsldemla
gí SC
Sepsis
Error iritragrupo
Tien-po
Tien-~o * Sepois
Error intagnipo
1 5,556 5,566 0,086 0,7723
22 1423,944 64,725
2 1388,083 694,042 10,561 0002
2 1054,361 527,181 8,022 0011
44 2891,556 65,717
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEP8IS, hora O
SEPS 16, hora 1
SEPSiS, hora 4
121 2&667 7303! 2.108!
12 2
27.~
~ 1246
12,6813.66112
12 ~J~L
29a
5890 17(X)
12 7256 ~
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo Sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F p
1 3,075 3.075 3,362 QC1604
22 20.1S3 915
2 21,947 10,973 140,153 c,IXLI
2 16,146 8,073 103,111 <(Ini
44 3,445 078
CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hora-O
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4
OS ES
I12I~fl~
I12ia~n~
¡w4 J~§ Q~ 0163
¡—a4 jfl 0573 9Jj~
jl2j 6.285 o,~ 0,201
j12I 7.7W O.~ 0,104
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MC F p
Valores medios de Trigliceridemia
(Control — Sepsls>
N Media DS Ea. Std.
ANOVA para Fosfatemia
Valores medios de tos? temía
(Control — Sepais>
N Medía
ANEXO ESTADÍSTICO
ANOVA para Calcenula
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempot Sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F p
0,210 0,210 0,287 0,5977
22 16,127 0,733
2 4,577 2,286 5.667 0,0065
2 1,184 O,~2 1,466 0,2419
44 17,768 0,404
CONTROL, hora
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSiS, hora 1
SEPSIS, hora 4
DS ES12 8925 ~
~Q~4
......QJrn...
015712 97~
12 8754 1189 ...SJ2~IL
12 8,489 0.635 0,183
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F p
1 2,920E-4 2,920E-4 0,015 0,9024
22 0,417 0,019
2 0,~ 0,002 1,078 0,3492
2 0,018 O,<XS 5,192 0,~
44 0,068 0,002
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4
ES
.2
U
~j o.~
0,~ 0,078
0.025
0,~
0.028
12 ~ 0,~.
0,~ ft~_12
162
Valores medios de Calcio
(Control — Sepsis)
N Media
ANOVA para creatinina
Valores medios de creatinina
(Sepais — Control)
N Media OS
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ANOVA para urea
8~
Error inlr~’upo
Tienpo
Tierrpo * Se~És
Error intr~vpo
u SC MC F p
1 2,347 2,347 0,199 0,6602
22 259,972 11,817
2 7,694 3,847 1,985 0,1495
2 10,381 5,181 2,673 0,0802
44 85,278 1,938
Valores medios de uremia
(Sepais — Control>
N Media DS ES
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4 12 ~ 3,147 0.~
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F p
1 5547,566 5647,566 3,712 0,0670
22 32881,944 1494,634
2 63,333 30,167 0,046 0,9547
2 2063,444 1030,222 1.583 0,2167
44 28627,222 ~,619
CONTROL, hora 0
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4
gí
OS ES
12 JI.§I~§L A~2~..ÁU§i
12 ~
~12
SC MC
Seps¡s
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error irtragrupo
1 72771,125 72771,125 21,470 OClUí
22 74567,528 3~9,4a3
2 49796,028 24899,014 46,293 <(Ini
2 42429.083 21214542 39,443 <aní
‘14 23665,566 537,854
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ANOVA para glucemia
Valores medios de glucemia
(Sepsis — Control>
N Media
ANOVA para fosfatasa alcalina
F p
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CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hornO
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4
gí
ES
12 fl~a~ ~ JQ~
12~M~
12 ~ ~ 13061
12 ~ J%~79 5621
SC MC
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Albúmina * sepsis
Error intragrupo
1 1,044 1,044 1,565 0,2241
22 14,660 0,667
2 1,435 0,718 37,482 <9321
2 1 ,750E-4 8,750E-5 ,CKE 0,~4
44 0,843 0,019
Valores medios de Albúmina
(Control — Sepsisj
N Media
CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hora.O
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4
OS ES
12 J.J§21 Q,~ 0151
12 -~ ~ 01
U 1.2~ O,~ ~fl
12j~~ 0,841 ¡ 0.1
12~A~t
W82[~fl
ANOVA para PT
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
1 7,796 7,796 6,562 0,0187
20 fl806 1,190
2 6,688 3,334 27,867 <,CXU1
2 161 0,081 0,674 0,5156
4786 0,120
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Valores medios de Fosfatasa Alcalina
(Control — Sepais>
N Media OS
ANOVA para Albúmina
F p
gí SC MC F p
ANEXO ESTADÍSTICO
CONTROL, hora-O
CONTROL, hora- 1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hora-bas
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4
ES
12 3994 1061 9~
g~712 3604 0823
12 3167 0504 0146
10 3180 0524 ,flJ~
018610 3033 0596
U 2.4810.2470.078
ANOVA para BT
Sepsís
Error iritragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepais
Error intragrupo
DF SC MC F p
1 0,001 0,001 0,072 0,7916
22 0,246 0,011
2 0,103 0,062 13,562 <,(~1
2 0, 0,011 2,895 0,0~
44 0,1 0,004
Valores medías de Rílfrrublna
(Control — Sepsis)
CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, flora-4
SEPSIS, hora-O
SEPSIS, hora-1
SEPSIS, hora-4
N Media OS ES
12 243 Q,~
0086
~
0113
12 263 00241
-~
~
9~
12
,
,
,
,g~
335
12 0033
12 00W
12 ~§
ANOVA para RO
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error iritragrupo
gP Sc MC F
1 0,([~ 0,CY~ 0,683 0,4173
6,639 0,0~
15~18 0,0DB
22 0,147 0,007
2 0,019 0,010
2 0,016 OflE44 , 63 0,001
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Valores medios de proteínas totales séricas
($epsls — Control>
N Media OS
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Valores medios de BD
(Control — Sepsis)
CONTROL, hora~O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSiS, hora-O
SEPSIS, hora-1
SEPSIS, hora-4
N Media OS ES
12 gflj 9,Q~j Q,QJ~
120,138 ~
12 ~
12 0.081 ~
ANOVA para pH
Sepsis
Error intragrupa
Tiempo
Tiempot Sepsis
Error intragrupc
1 0,240 0,240 17,222 0,~4
22 0,307 0,014
3 0,375 0,125 36,294 «Ini
3 00,12 00,04 12,530 <,(XXJ1
68 0,227 o,CKX3
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 3
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 3
SEPSiS, hora 4
OS ES
12~~
12 ~ fl~ 001
122~fl
122~L~
12 ~ ftfl O
12 Á2~ O
122~W
l2flffl
Indicador bioquímico de hipoperfusión de la mucosa intestinal: pCO
2i - pCO2A
1. Segmento del yeyuno proximal
ANOVA para pCO2iP - pCO2a
gí SC MC F p
Sepsis
Error intragrupa
Tiempo
Tiempo * sepsis
Error intragrupo
1 1412.200 1412,200 14,056 0011
22 2210,aE 100,489
3 6290,506 2086,835 129,671 <CrOl
3 3116,314 1038,771 64,239 <,~1
68 1067,245 16,170
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Valores medios de pH
(Control — sepsis>
N Media
ANEXO ESTADÍSTICO
Tabla de medias de pCO2p — pCO2a
(Sepsls — Control)
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, horaS
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSiS, hora 1
SEPSIS, hora 3
SEPSIS, hora 4
12 10483
— -~-
U fl~
12 ~
12fl~
12 10033
5964
—~-
5.~
1722
-~-
1.~
6,~ j~j
6,781 1.~
12 fl~
U
~7§7J
5.224 1,~
6,~ 1,915
12 .5~22~ 7~§~ 2161
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F
1 6567,042 ~
~6,14O
j7~ 9~
22 8495.073
3 10297626 3432543 ~
~3 9205471 ~ .-.=J~i
66 5742.107
Tabla de medías de pCO20 - pCO2a
(Control — sepsls>
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, horaS
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, flora 1
SEPSIS, horaS
SEPSiS, hora 4
Count Mean Std. Dcv. Std. Err.
12 fl~
1000812 Jj§~j
........JA=A ~a
Jfr~ 37~,
12 12567
12 19006
31.~12 fl~_
12~~
Comparación de los efectos de la sepsis en ambos segmentos:
• Existe diferencia significativa al comienzo del experimento dependiendo del segmento intestinal
considerado
ANOVA diferencia entre los dos segmento en la hora cero
SC MC F p
segmentojíl
Residual Lis
507,0001 507,0001 S,0801 Q,~42i
2568.637 saa~ol
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2. Segmento del íleon distal
ANOVA para pCO2ifl - pCO2a
ANEXO ESTADÍSTICO
• Existe diferencia en el segmento intestinal a considerar (proximal y distal) dentro de los animales
sépticos. Hora3
ANOVA para la diferencia entre los dos segmenteos en la hora 3
ci SC MC F o
Segmento 1
Residual 22 1
1834002 1 1834.002 1 12.8151 0.00171
3148.4721 143.1121
• Existe diferencia en el segmento intestinal a considerar (proximal y distal) dentro de los animales
sépticos.Hora4
ANOVA para la diferencia entre los dos segmentos en la hora cuatro
al SC MC F
Segmentol il
Residual 1 22 1
2088.800 ¡ 2088.800 1 6470 1 0.01851
7102.279 1 322.831 ¡
• Valor la variación que sufre el pCO2i-pCQa entre la hora O y la hora 4, para cada uno de los
segmento en animales sépticos.
ANOVA varaición que existe entre la hora O y4 en función del segmento
pi SC MC F
Segmento
1 1 1
Residual 1 22 ¡
11856201 1185.8201 4058! 00563 1
6428.279 1 292.195 1
ANOVA para lactatemia
Sepsis
Error intragupo
Tiempo
Tiempot Sepsis
Error intragrupo
gí sc MC F p
1 15,248 15,24 24636 <CXLI
22 13,616 .619
3 22,036 7,345 33,465 <(XLI
3 24476 8,159 37,171 <,~1
66 14486 .219
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SC MC
1 0,221 0,221 1~27 0,3275
20 4,379 0,219
2 3,668 1,834 20,909 <00)1
2 1,661 0,825 9,412 0,0004
‘Kl 3,&E 0988
Mezas Table for k
Effect: Category br
CONTROL, hora 0
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPS!S, flora 4
ANOVA para la variación del CI’
DF
Sepsis ____
Error ntragnJpo ____
Tiempo ____
Tiempo Sepsis
Error intragrupo ____
k * Column 2
N Media DS ES
12 3017 .22.
.144
.
.04212 3,~
12 3217 310 089
12 22~
3.~
.~
12 .~ ~flj
22112 ~ ..j~
Sc MC
1 28.806 28.~ ~ 06127
20 2162,922
2 1041,909 ~
~
16955 <0001
2 592413 ~ ~
40 1229.011
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4
Valores medios de CF
(Control — Sepsis>
N Media OS ES
12110417 7465 2155
12 fl~ 4.731 1,~
12 .Jj2&§!.. ~J7~ 0782
10 J~7~ ~ —.i~
10 Jjfl~ W.2§§. 2§~
10 mJ~ .....AJZ~. fl~
ANOVA para la variación de Nt
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo sepais
Error intragrupo
al SC MC F p
1 205,578 206578
20 915,589 ‘15779 III
2 I39S~ ~
2
40 638.544 16964
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ANOVA para PC
gí
SepsÉ
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo Sepsis
Error intragrupo
E p
F p
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ANOVA para AM
gí SC MC F p
Sepsis
Error intragnJpo
Tiempo
Tiempo * Seps~
Error intragrupo
102,722 102,722 1,081 0,3142
22 2129,944 96,816
2 1843,~ 921 SE 27,584 <,CXIX)1
2 2040,444 1020,222 30,540 <,~I
44 1489,889 33,407
Valores medios de AST
(Control — Sepsis)
CONTROL, hora -O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSiS, hora-O
SEPSPS, hora-1
SEPSIS, hora-4
N Media DS ES
12 .~&1L ,,7Jfl~ ..2QZ~
1226,6876,243 1,~
12 2§~ 5,667 1,~
12 4,7571,373
12 2M~
45,SE
5,~7 1,~
12 ~
ANOVA para ALT
Sepeis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragnapo
1 46,722 46,722 .367 0,5402
22 2654,556 120,662
2 92,528 48,264 6,195 0,0043
2 3,528 1,784 0,236 0,7906
44 328,611 7,468
Valores medios de ALT
(Control — Sepsis)
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4
N Media DS ES
12 fl~ 7.728 2.231
12~~
12 ~ ~ 1.865
12 19833 fr
5.77612 fl~ 1,~
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ANOVA para y-gt
Sepsis
Error intragrupo
tiempo
Tiemp& Sepsis
Error intragrupo
sc MC F D
1 30.681 ~j 2~
22 581.306
2 289.778 J~§~
91.722
J4~
~
~j
000042 183.444
44 432.111 9821
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4
OS ES
12 I5.~ 1.414 o,~
12 14,~ 2,~ O,~
12 I5.~ -~
~
3614
j~
033612 fl~fl
1516712 1043
12 ~4¶ 7,267 2,~
ANOVA para LDII
Sepsis
Error íntmgrupo
Tiempo
Tiempo’ Sepsis
Error intragrupo
gI SC MC E p
1 166176.125 ~25
2a~§2~~i~
.j.~347
122285375
0,512 04820
1221 7147318.861
230366.694 4Q~
51381.—al 244530.750[~w[ 1047114,566 DO~23798.068
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, flora 4
Tabla de medias de LDH
(Sepsis-Control)
N Media SO
1 2Á868~583 413~2(~ 119,283
ES
12 815333 390,&~ 112769
431756 12463712 836917
12 ~,500 183.623 53.007
12 660600] 177951 51370
12 903,663 412.110. ff8.966
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Valores medios de ALT
(Control — sepsis>
N Media
AnMiSs de la ‘~Miaín pan Ieucocitenta
u
SqÉs
Era ¡nÚ~i~
TsTpo
1ieT~t S~s
Era infr~o
ANOVA para RSNO
sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * sepsis
Error intragrupo
a: NC
0.740 0.214
12 ,§~fr flJ~j 0103
12J~~
12 A~ 2,~ O.~
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F p
1 ~9,4S7 ZO,467 10,471 O,cX~8
22 77~~ 3~285
2 1~,394 83,197 9,~ 0,(XU5
2 349,447 174723 19,1CE -~~1
44 402,373 9,145
gl SC MC F P
1 42,473 AZ3~~2Z6sPPQi
36,969 i&~9
40,977 ÁQ
1A~8 2~g§6 flQQj
50.997 Á§J~99 ?L9L~sPPPi
40.128
22
2
2
4
Valores medios de RSNOs
(Control — sepsis>
N Media
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, horan
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4
DS ES
ANOVA para nitratos y nitritos
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
al sc MC F o
1 3535.938
_________
3535.936
~
~
Jfl§~Q~
3675 00703
~-L~ .~.
25 24728,636
2 159.383 9B~2A~
~2 376.404
50 4632.612
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3. EFECTOS HEMODINÁMICOS DE LA Hb
A) EFECTOS SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA
Análisis de la varianza: efecto de la Mb sobre la FC
gí SC
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo * hb
Tiempot Sepsis * hb
Error intragrupo
1 88,021 ,§§~9~j
~
~j~§
J~a22I
~5j~j2
2
2
2&~
~
05527
1 58,521 06278
1 697688
1 105.021 ft~iflJ
20 4828,250
Valores Medios de Frecuencia Caridiaca
<Sepsis - Control 1 lib — Sin Hb~
C,Sin Hb, previo,
C,Sin Hb, 45’
C,Hb, previo
CHI,, 45’
S,Sin Hb,previo
S,Sin Hb, 45’
S,Hb, previo
S.Hb, 45’
M Media SO ES
6 j~J§~ 7679 3135
6ffi~
6 36,681 ~
6 139.W 11.~ 4.708
6 I45.~ ~fl
~
~
8.725
6 4~§~
jfl~~
JQJ9~
152826
B> EFECTO SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL
Análisis de la Varlanza; Efecto de la Hb sobre la PA
gí SC
Tiempo
Tiempot Sepsis
Tiempo * hb
Tiempo’ Sepsis hb
Error iritragrupo
963021 963021 ....212§±
~
L...~2I..
32~5
-~-
..2~A.
1056130021 130021
1 2422,521 1 2422.521 <00001
1 1463021 1463021 <00001
-~--
20 904917 45248
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MC F 1’
ANEXO ESTADÍSTICO
Valores medios de PAM
(Control-sepsls 1 SIn Hb-Hb)
C,Su~ lib, previo
C,Sin Hb, 45’
C,Hb, previo
CHI,, 45’
$,Sin Hb, previo
S,Sin Hb, 45’
S,Hb, previo
S,Hb, 45’
N Media DS ES
6 106833 8
8
8
8
8311
6 108333
6 Jjfr~
j3§§~.
67333
5
54256
8 33~
6 54333 21968 8977
6 UJJ2~~~ .J2AZL 7214
C) EFECTO SOBRE LA PRESIÓN DE LA ARTERIA PULMONAR
Análisis de la Varlariza: Efecto de la lib sobre la PAP
gí SC
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo* It
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo
1 33333 33333 1874 01862hb
Valores MedIos de PAP
(Control — Sepais ¡Sin Hb — Hb)
C,Sin Hb, previo
C,Sin Hb, 45’
C,Hb. previo
C,Hb, 45’
S,Sin Mb, previo
8,Sin Mb, 45’
S,Hb, previo
SMb, 45’
N Media DS ES
6 19833 4834 JJ~fl
6 18~ 7
7
7.204
6 fl~7
32.5006 2.941
6 36~ 1789 9¿~
..2J~4L
1,~
6 3
30,~
J~7
2.~6
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D) EFECTO SOBRE EL INDICE CARDIACO
Análisis de la VarUnza: Efecto de la Hb sobre el IC
gí SC MC F p
Tiempo
Tiempot Sepsis
Tiempot Hb
Tiempo * Sepsis * Hb
Error intragrupo
2~J~§.1 2204.413 Q.413
JA§LQ2~.~
~
.396 0005.~-.
78011
0
088821.581
1 2002.911 0
09440
-~-1 .395
20 1560.229
C,Sin Hb, previo
C,Sin Hb, 45’
CHI,, previo
C,Hb, 45’
S,Sin Hb, previo
S,Sin Hb, 45’
S,Hb, previo
S,Hb, 45’
ES
6 ,§j~4 ~ ........2~.
6 ~
~
~a
.~.rn.
8.105 3.~
6 3704
6 23.~ 9.612
6 ~ ..ZZ~.
635,743 ffi~ 8,017
E> EFECTO SOBRE EL FLUJO MESENTÉRICO
Análisis de la Varlanza: Efecto sobre el flujo Mesentérico
gí SC
Tiempo
Tiempot Sepsis
Tiempot Hb
Tiempot Sepsis * Hb
Error intragrupo
1 27fl16 27.016 3
3,~1 1.684 .
.Jj~j
fl¿~j
0.496
0.0820
1 17,429 ~J3~J
ft~1 0,274
20 9.924
C, Sin Hb, previo
O, Sin Hb, 45’
C, Hb, previo
C, Hb, 45’
5, Sin Hb, previo
5, Sin Hb, 45’
5, Hb, previo
5, Hb, 45’
ES
6 2A~ ...J.A& ........Q.~..
6 jJJ~
2,~
¿~jj
1,~6 0,~
6 ,~
~jJ~4
§~
~2Z
,
,J,Jfl
O.~
Q
QA~L.
0.201
6
6
6 0’~ 0,201
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Valores Medios de indice
(Con rol — Sepsis 1 SIn lib — Hb>
N Media DS
MC F p
Valores Medios de Flujo Mesentérico
(Control — Sepsls ¡Sin lib — lib)
N Media OS
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9 EFECTO SOBRE EL FLUJO PORTAL
Análisis de la Varianza: Efecto sobre ci flujo Portal
gí SC MC F p
Tiempo
Tiempo Sepsis
Tiempo * Hb
Tiempo * Sepsis * Hb
Error intragrupo
1 76,W1 7~~[
~
~
~A§~L
..21A2§. O 0002
1 2,398 0.4227
1 39,613 .
.9fl±. ~.837
20 71.582
Valores Medios de Flujo Portal
(Control — Sepsis ¡Sin Hb — lib>
N Media DS ES
C,Sin Hb, previe
C,Sin Hb, 45’
C, Hb, previo
O, Hb, 45’
S,Sin Hb, previo
5, Sin Hb, 46’
5, Hb, previo
5, Hb, 45’
6 JA.~2
flflQ
..........A.Q24
~
~
~
...........Q~
.Q~
.........Z§I.9
3113
1 643
6 1 251
6 .i2.~2
2M4
.X~2Z
1 896
6 1 513
6 ...Q21
0.276 .J.~22
..ifl2L7
6156
6 .......Á..i.t7
12718
G) EFECTO SOBRE LA VARIACIÓN DE DISTRIBUCIÓN DE FLUJO MESENTÉRICO
Análisis de la Varlanza: ratio de flujo mesentérico
gí SC MC
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo’ Hb
Tiempo Sepsis * Hb
Error Intragrupo
1 3.562 ~j
~
~
0.002
J~¶
......L§Z±
~§~§
~1 4590
1 2137 flJ~
1 0.002 0001 09765
20 54.830 2,742
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Valores Medios del % de Flujo Mesentérico
(Control — Sepsls ¡Sin lib — lib>
N Media OS ES
6 Jj~~ ,t~fr 0741
6 %~
7,~
...1§~.
3,~
1087
6 1.572
6 J9~~
fl~¿
12260
6’414 ~flj
~~2~2ZZ
~
2.757
6 L~
.........i21~
6,~
6
611.926
14) EFECTO SOBRE LA DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL
Análisis de la Varianza: Variación del % de Flujo Portal
gí SC
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo* Hb
Tiempo * Sepsis * Hb
Error intragrupo
1 8.656 f
fl~§§
~
.......2Aa
0652 04290
1 13,466 1014 9~2§L.
1 24403
1 2.423 flJ§~ .A§Z~
20 265,694
Valores medios de %Qp
(control-aepsls ¡Sin lib — lib>
N Media OS ES
2I.~ 5.~ 2.~
619.760 ~fl_
6 ~ ...1§~I 3119
619.65711.401 4~
6 2i2~& ,,J9~j ~
6 3~§ J3~ ¿2~
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O, Sin lib, prev
O, Sin lIb, 45
C, lib, prev
O, Hb, 45’
5, Sin Hb, prev
5, Sib Hb, 45’
5, lib, prev
5, Hb, 45’
MC F p
O, Sin Hb. prev
O. Sin lib, 46~
O, Hb, previo
C, Hb, 45’
5, Sin Hb, prev
5, Sin lib. 46’
5, lib, previo
O, lib, 45’
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1) EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR SISTEMICA
ANOVA para la RVS
gí SC MC E p
Tiempo
Tiempo * sepsis
Tiempo * hb
Tiempo * sepsis~ Hb
Error intragrupo
1 10.622 10.622 2~§
,,,fl~
~
~fl
1 0.140 9J~9
,J4§~7
W~
9J~§7j
~9~j-1 14,887
1 1.250
20 9,215
Valores medios de RVS
(Control — sepsis ¡Sin lib — lib>
N Media DS ES
6 JJ~~ QJ~ ...........2~2
~
6 £~ 0,3260,133
8 3444 1133 0462
-~- -~- —~-
642~fl
6~j~¿~
6 A...421 QJ~ 0326
6 3,~ 2,361 ~
J) EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA MESENTÉRICA
ANOVA para Resistencia Mesentérica
gí
Tiempo
Tiempo * sepsis
Tiempo * lib
Tiempo * sepsist hb - - -
Error intragrupo
1 2677,771
1 349,336 ~Jfl~
~
.......1.54932¡......2 575
0,2684
1 28<fl771 00042
1 154.932 ,9J~§fl,
20 5390.270
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C, Sin Hb, prev
C, Sin lib, 45’
C. lib, previo
O, lib, 45’
5, Sin lib, prev
5, Sin Hb, 46’
5, lib, previo
5, lib, 45’
SC MC F p
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4. EFECTO DOSIS-RESPUESTA DE LA HEMOGLOBINA
1.- ACCIÓN SOBRE LAFRECUENCIA CARDIACA
Al Efectos plobafes
ANOVA: efecto sobre la FC
Tiempo
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo sepsis
Error intragrupo
al SC MC F o
1 3434.083 3434.083 0,968 0,3506
10 35857167
3 4548,917 1516.306 jjfl
......Z97§.3 1034.917 ~ J±2~§
30 4966,167
Valores medios de Frecuendia Cardiaca
Efecto dosIs-respuesta de la Hb ( sepsls — control)
N Media OS. ES
6 fl~
~J§~
ML~
122667
18,159 7.414
e ~
~6 fl
J,4~7j6 36861
6 J3§~§~
I24CXfl
3
30516
...J2I~L
~6
6 ~ ~j5~
B~ Efectos sobre ti grupo Control
:
ANOVA efecto de la lib sobre la FC en el grupo control
SC
Error
Hemoglobina
Error intragrupo
al MC F
1 1 16952.333 1 3390.467 ¡
3 4012833 1337611 5419 00100
15 3702667 246844
t de Student para datos pareados:
- FC basal — FC dosis 100: r0,0132
- FC dosis 100 — dosis 200: p = 0,056
- FC dosis 200— dosis 400: p = 0,0273
- FCbasal—dosis200:p=0,177
- FC basal — dosis 400: p 0,677
C) Efectos sobre el grupo Séptico
ANOVA efecto de la Hbsobre la FC en el grupo séptico
Error
Hemoglobina
Error intragrupo
al SC MC F
0
00063
11 16904.833 1 3780.967 1 1
3 1571 CliC 523667 6120
15 1283&XJ 65567
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C,dosiso
O, dosis 10)’
O, dosis 20)
O, dosis 40)
5, dosisO
8, dosis 100
6, dosis 20)
6, dosis 40)
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de Student para datos pareados:
- FC basal — FC dosis 100: p=0,0056
- FC dosis 100 — dosis 200: p = 0,7494
- FC dosis 200— dosis 400: p = 0,3487
- FC basal — dosis 200: p = 0,107
- FC basal — dosis 400: p= 0,0549
2.- PRESIÓN ARTERIAL MEDIA
A> Efectos globales
ANOVA: efecto de la lib sobre la PAM
sepsis
Error intragrupo
Hb
Hb * sepsis
Error intragrupo
al SC MC
1 9240,750 6
607.375
J~± A~.
10 6073.750
3 3616,167 4
428917
J
J9~§,
<0(1)01
3 1286.750 -~
30 1176,583
Test de Bonferroni: diferencia SEPSIS-CONTROL
- basal: p<tO,000 1
- dosis 100: p = 0,0024
- dosis200:p=0,0l15
- dosis 400: p = 0,1656
Valores medios de Presión Arterial Media
Efecto dosis-respuesta de la lib (control — sepis>
N Media DS ES
6 ~ j§~~
6 14,~ 5.974
6 13.2865.425
6 ~ ...fl2~ ‘Afl~
6 ~ 5~
~ 7.2146 113,~
8) Efecto de la Mb sobre la PAM en el c¡ru~o control
ANOVA efecto de la lib sobre la PAM en el grupo control
SC
Error
Hb
Error intragrupo
al MC F
sI 2275.3751 465.0751
3 362125 127375 2208 01294
15 865125 57675
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F D
C, dosis O
C, dosis 100
C, dosis 200
C, dosis 400
5, dosis O
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
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de Student para datos pareados:
- PA basal — FC dosis 100: p = 0,0943
- PA dosis 100 — dosis 200: p = 0,8459
- PA dosis 200— dosis 400: p = 0,5927
- PAbasal—dosis200:¡r’0,1108
- PA basal — dosis 400: r 0,0902
Cl Efecto de la Hb sobre la PAM en el pruDo seDtlco
ANOVA para el efecto de la lib sobre la PAM en el grupo séptico
SC MC
Subjeet
Tratamiento
Error intragrupo
Ql F o
1 SI 3798.3751 759.675I
3 45207~2 1506~31 72575 <00001
15 311458 20764
de Student para datos pareados:
- PAbasal— dosis 100: p<0,000l
- PA dosis 100 — dosis 200: p <0,0001
- PA dosis 200 — dosis 400: p 0,0496
- PAbasal — dosis 200: p <0,0001
- PAbasal—dosis400:p<0,0001
- PA 100—dosis 400:
3.- ACCIÓN SOBRE LA PRESIÓN EN LA ARTERIA PULMONAR
Al Efectos alobales
ANOVA efecto de la lib sobre la PAP
sep
Error
Hb
Hbsepsis
Error intragrupo
gí SC F
1 1405,333 W~
10 1013.833
3 1524833 508.278 24535 ~
~3 83.167 27.722 ~
30 821,500
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Valores medios de PAP
Electo dosIs-respuesta de la lib (apis-control>
N Media SD ES
6 ~ ......=a 0989
6 ~§J~ 10464 .......A2Zi
6~ffi
6 ~ ~ ~
6 33,SE 2,510 j~
6 ~ 7167 2926
6 45.~ 2658 JJQ§~
BI Efectos sobre el grupo Control
:
ANOVA: Electo de la lib sobre la PAP en
Error
lib
Error intragrupo
el grupo control
SCal
SI 840.333!
MC
168.0671
F
3 831000 277000 9708 00008
15 428000 28533
t de Student para datos pareados:
- PAP basal — dosis lOO: p = 0,0753
- PAP dosis 100 — dosis 200: p = 0,0699
- PAP dosis 200— dosis 400: p = 0,1777
- PAP basal — dosis 200: p = 0,0213
- PAP basal — dosis 400: p = 0,0034
Cl Efectos sobre .l pm~o SéDtico
ANOVA: Efecto de la Hb sobre la PAP en el grupo séptIco
Error
Hb
Error intragrupo
pi MC F
1 Si 173.5001 34,7001
3 777000 25900) 20078 <00001
15 193500 12~U
4.- EFECTO DE LA Hb SOBRE EL INDICE CARDIACO
Al Efectos alobales
ANOVA: Electo de la Hb sobre el IC
sepsis
Error
lib
Hb * sepis
Error intragrupo
al SC MC F D
1 96678 ,,,,,~7§ ,,fl,~ ~
10 14883.018
3 4527.969 1SE 323 27 451 <00001
3 167.229 5
54963
jJ~j,4 ~
30 1649,496
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C,dosis0 ¡
C,dosisl00 ¡
C, dosis 200
C,dosis4tfl ¡
5, dosis O
5, dosis 100
5, dosis 200
5. dosis 40)
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Valores medios de IC
Electo dosIs-respuesta de la Mb sobre el iC
N Media OS ES
6 3
3
3
36806
,,,,§JJ~
,,,JflJ~
..J2L?~
9072
,
,,,jj~,
~
3704
6
6
6
6 ~
~j
47030
.....2§±22§.
24.937
9
9
9469
6
6 ,,,,,~Q
6 ~ 8.017
Rl Efectos sobre el prubo control
ANOVA electo de la lib sobre el IC en el grupo control
SC
Error
lib
Error intragrupo
al MC F
1 SI 1965.0631 393fl131
3 2482520 820840 120525 <0~1
15 102158 6811
—Test para datos pareados:
- ICbasal—IC dosis lOO:p<O,OOOL
- IC dosis 100 — dosis 200: p = 0,0042
- IC dosis 200—dosis 400: p = 0,1023
Cl Efectos sobre el wiwo séptico
ANOVA electo de la lib sobre el ICen el grupo séptIco
Error
Hb
Error intragrupo
pl SC MC F o
I sI 12917,9541 2583.6911
3 2232677 744226 7215 00032
15 1547338 103158
5.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
A) Efectos globales
ANOVA para RVS
sepsis
Error intragrupo
lib
Hb * sepsis
Error intragrupo
SC MC F p
1 1296 ....,.J.2~ 02 0632
10 53,335
3 27796 9265 19663 .
..,.913 2750 ,QJ~j¿ J,JQ4j
30 14,136
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O, dosis O
O, dosis 100
O, dosis 20)
O, dosis 40)
5, dosis O
5, dosis 100
5, dosis 20)
5, dosis 40)
Valores medos de RVS
Efecto dosis respuesta de la lib <control — sepsls>
N Media OS ES
ANEXOESTADÍSTICO
0,326 0,133
6 ,fl~, ~ ,,fl¡~
6 1421 0799 0326
6 2023 0961 0
0,~62,647 1.~
6 3.~ 2.361 o.~
a> Efectos sobre el gruyo control
ANOVA para RVS
Error
lib
Error intragrupo
pi SC MC F
1sI 16.945! 3.389!
3 10344 3448 8&S 00015
16 6006 0401
Comparaciones múltiples: “t” con corrección de Bonferroni
- basal —dosis 100 = 0,0032 x 6 = 0,0192
- dosis 100—dosis 200 = 0,1727 x 6 1,0362
- dosis 200— dosis 400 = 0,7123 x 6 4,2738
- basal—dosis200=0,0411x6=O,2466
- basal—dosis400=0,005x6=0,03
- dosisíOo—dosis400=0,02x6=0,12
Cl Efectos sobre el grupo séDtco
ANOVA Tabie br rvs
Error
Hb
Error intragrupo
pl SC MC F
1sI 36.3901 7,2781
3 20202 6734 12427 00002
15 8128 0542
Comparaciones múltiples: “t” con corrección de Bonferroni
- basal — dosis 100 = 0,0007 x 6 = 0,0042
- dosis 100— dosis 200 = 0,0201 x 6 = 0,1206
- dosis 200— dosis 400 = 0,0282 x 6 = 0,1692
- basal — dosis 200 = 0,0045 x 6 = 0,027
- basal — dosis 400 = 0,0137 x 6 = 0,0822
- dosis 100— dosis 400 = 0,0253 x6 = 0,1518
184
C. previo
C, 100
C, 200
C, 400
5, previo
S,100
8,20)
8,400
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5.- EFECTOS DE LA HEMOGLOBINA SOBRE EL FLUJO MESENTÉRICO/Kg
A> Efectos alobales
ANOVA efecto de la lib sobre el flujo mesentérIco
sepsis
Error
Hb
Hb’ sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F p
1 10,495 ,,,J9~
&022
1743 ~
10 60.223
3 46.220 15.073 j
jj~j
5Q~1
<000013 17.700 5,90)
30 15147
Ten dc Bonferroni; diferencia SEPSIS-CONTROL
- dosis 100: p = 0,0164
- dosis 200: p = 0,0344
- dosis 400: p NS
Valores medIos de Flujo mesentérleolkg
Efecto dosis respuesta de la lib (sepsis-control)
N Medias DE ES
6 6118 221j ,,,9~
6 ~ ,,,JJ7~ ,,,9.7~
6
6 ~ 0493 0201
5,47 1’~ 0,~
6 J~§~ ,,9~ ~
6 3217 ,,,,,~ 0201
B) Efectos soare el ampo control
ANOVA efecto de la lib sobre el Qmes en el grupo control
SC
Error
lib
Error iritragrupo
pl MC F
1sI
3
54.6221 10,9241
15
42~O
10569
14317
704
20339 <00001
—Test para datos pareados:
- Qmes basal — dosis 100: p = 0,0054 x 6 = 0,0324
- Qmes dosis 100 — dosis 200: p = 0,7059 x 6 4,23
- Qmes dosis 200— dosis 400: p = 0,2843 x 6 = 1,7058
- Qntesbasal—dosis200:p=0,0060x6=0,036
- Qmes basal -‘dosis 400: p = 0,0056 x 6 = 0,0336
- Qmes 100— dosis 400: p = 0,148 x 6 = 0,888
dosis O
C, dosis 100
C, dosis 200
0, dosis 40)
5, dosis O
8, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
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Cl Efectos sobre el nuco Séptico
:
ANOVA efecto de la Mb sobre el Qmes en el grupo séptico
sc
Error
lib
Error intragrupo
Ql MC F
1st s.wí 1 1.120
3 19970 6657 21 761 <t~1
15 4588 306
de Student para datos pareados:
- Qmes basal — dosis 100: p = 0,7534 x 6 = 4,52
- Qmes dosis 100 — dosis 200: p = 0,0005 x 6 = 0,003
- Qmes dosis 200— dosis 400: p = 0,0007 x 6 = 0,002 1
- Qmes basal — dosis 200: p = 0,0288 x 6 = 0,1728
- Qmes basal — dosis 400: p = 0,0084 x 6 = 0,0504
- Qmes 100 — dosis 400: p = 0,0049 x 6 = 0,0294
6.- EFECTOS DE LA HEMOGLOBINA EN EL FLUJO PORTAL/Kg
a> Efectos alobales
ANOVA efecto de la lib sobre el Qp¡kg
Sepsis
Error
Hb
Hb * sepeis
Error intragrupo
al SC MC F o
1 3392 3
36856
~j 07737
10 366567
3 120.765 40255 18823 <00001
3 24.422 8.141 ~ Q9~j
30 64,157
Test de Bonferroní: diferencia SEPSIS-CONTROL
- basal:p=0,3711
- dosis 100:p = 0,4059
- dosis 200: p = 0,8976
- dosis 400: p = 0,4071
Valores medIos de Qp¡kg
Electo dosis-respuesta de la lib (control-sepis>
N Media OS ES
6 12392 4645 1896
e §
§I~~
j~
jft~j¿,
~
.
.IJ§Z~.
,,.....flfl.
~6
6
e .2~i.Q
~
3,019
1147
6 1070
1,~
6 6155 3113 .~I2ZL
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C, dosis O
C,dosis 100 ¡
C, dosis 200
C, dosis 400
5, dosisO
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 40)
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8> Efectos sobre el gruyo control
ANOVA efecto de la lib sobre el Op/kg en el grupo control
Error
Hb
Error intragrupo
pl SC MC E
¡ sI 252.7041 50.541!
3 64614 28205 13171 00002
15 32121 2141
de Student para datos pareados:
- O~ basal — dosis 100: p = 0,01 17x 6 = 0,0702
- Qp dosis 100— dosis 200: p = 0,5901 x 6 = 3.5406
- Os dosis 200-’ dosis 406: p = 0,4323 x 6 = 2.5938
- O~ basal — dosis 200: p = 0,0116 x 6 = 0,0696
- Qp basa]—dosis400:p=0,0153x6=0,0918
- Os 100 — dosis 400: p = 0,836 x 6 = 5,016
Dl Efectos sobre el anioo séDtlco
ANOVA efecto de la lib sobre el Qplkg en el grupo control
Error
lib
Error intragrupo
pl SC MC E
1sI 135.8531 27.1711
3 60573 20191 9454 0~
15 32036 2136
de Student para datos pareados:
- Osbasal— dosis 100: p=0,5169x6= 3,10
- Os dosis 100— dosis 200: p 0,1327 x 6 = 0,7962
- Os dosis 200—dosis 400: p=O’O2?8 x6 = 0,1668
- Qpbasal — dosis 200: p = 0,0022 x 6 = 0,0132
- Qp basal — dosis 400: p = 0,0004 x 6 = 0,0024
- Q 100—dosis 400: p = 0,0006 x 6 = 0,0036
7.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL
bí Efectos globales
:
ANOVA efecto de la lib sobre el Indice QpflC x 100
nL SC
sepsis
Error
Hb
lib * sepsis
Error intragrupo
MC F o
1 116A12 ,, J,i.6 412,
~
17.076
,,02§7 ~
10 4364,947
3 51228 1&~ ,,,,,,.Q¿~
~3 24.903 8.301 ........,,Q2~
30 319,252
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Valores medios del QpflC x 100
Efecto dosis-respuesta de la lib (sepsls-controlj
N Media OS ES
O, dosis O
O, dosis 100
O, dosis 200
O, dosis 40)
5, dosisfl
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
b> Efecto sobre el tItIlo~rtal en el gruoo control
ANOVA para el % de Oportal
Error
Hb
Error intragrupo
pl SC MC F
1sI 779.9531 155.9911
3 51083 17028 1946 01657
15 1313V 8756
o> EfectO sobre el flujo yortal en el primo séotico
ANOVA para el % de Qportal
Ql SC MC F
1 sI 3584.9941 resmí
3 26048 8349 666 05866
15 187931 12529
8.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL
Al Efectos globales de la Hb sobre la distribución de flujo mesentérico
ANOVA para %Qmes
Tiempo
Error
Hb
lib * sepsis
Error intragrupo
gí SC MC F 1’1’! 292.~ ~ 1 782 2116
~10¡ 16~,423 163,942
12.816 4.272 ,,j,flj ,,,,9J~7U-al 37.649 12.550 ,%~7j ,,Q~§L.~J 114.987
Tcst de Bonferroní: diferencia SEPSIS-CONTROL
- previo: p = 0,46 13
- dosis 100: p 0,1062
l88
Error
Hb
Error intrgrupo
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- dosis 200: p = 0,2185
- dosis 400: p = 0,2398
Valores medios %Qmes
Electo dosis respuesta de la lib (sepsis — control>
N Media DS ES
6 ~ ~
6 ,.Á~L ~ 1772
6 79~ ....A§~. JJ~7~,
6~fl
6 fl~j -~ A~
6 fl~j ,..%~ I~j
6 JflZ§ ,,§¿~, 2757
B) Efectos sobre el grupo control
ANOVA para 1W mes
Error
Hb
Error intragrupo
C) Efectos sobre el grupo séptico
ANOVA para %Qmes
Error
Hb
Error intragrupo
pl SC MC F
¡ sI 1741411 34.8281
3 27717 9239 1788 01927
15 77522 5168
pl SC MC F 0
¡ sI 1465.2821 293.066!
3 22748 7583 3036 00619
15 37485 2496
9.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
a> Efectos globales
ANOVA para RVM
sepSiS
Error
Hb
libt sepsis
Error intragrupo
SC MC F o1 9865,668 9665666
—~
~
2012,203
3530
~-
00897
-~-
10 27950.865
3 6036.609 5992
-~
.2~
00025
-~
,QJ~,2261.926 .,,,..2~SI§..
~10075.200
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C, dosis O
C, dosis 100
C, dosis 200
C, dosis 400
5. dosis O
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
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Valores medios de RVM
Efecto dosis respuesta de lib (sepsls — control)
N Media OS ES
6 22.~ g~ 3945
~ ~ ....24ZS.
~ ,,,,,,,flfl.L ,,fl,7~j
61272 ,,,,,,,J§JQj ..J.~§2L
fl~_2.1260,866
J.7J~Z, ,~75, 1337
JA~ 1096
~ ~
6
6
6
6
6
6
6
b) Efecto sobre le aruco control
ANOVA para RVM
Error
lib
Error intragrupo
pl SC MC r
1sI 27899.772! 5879.954!
3 6760271 2253424 3385 00.461
15 9985936 665729
cl Efecto sobre el aruco séptico
ANOVA para la RVM
Error
Hb
Error intragrupo
pl SC MC E
¡ SI 51.CS3I 10.2191
3 1538265 512755 86164 <0001
15 69264 5951
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O, dosis O
C, dosis 10)
C, dosis 200
O, dosis 400
5, dosisO
6, dosis 100,
6, dosis 200
8, dosis 400
ANEXO ESTADÍSTICO
5. EFECTOS HEMODINAMICOSDEL GSH
1.. EFECTO DEL GSH SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL
ANOVA: efecto del GSH sobre la PAM
gí SC MC F p
tiempo
tiempo * sepsis
tiempo * hb
tiempo * sepsis * lib
Error intragrupo
.SÉi¡IA.1 126.750 126.750 ........2&iL
j~
~
~
1 341.333 341.333
1 65,333 2
2,083
02691
1 2.083
20 968,500 48425
a) Efecto del glutation sobre los animales que no recibenHb
ANOVA el efecto del GSH sobre la PAM
al
sepsis
Error
0511
GSH sepsis
Error intragrupo
SC MC F o
1 6922.042 5
5
5042
J7~j~ ...9J~2I,..
10 3482.083
5,042 433 05263
145.042 ~ ,j~ ,,,Q~
10 116.417
DS ES
6 j9~~ ~ 1769
6 .~2 ....§.~i. ~
6 121§§1 9266 3783
7.~ 3,~
6
6
6 ~ fl1~ 5532
6 ~ ~ ,2AJ§~I
b) Efecto del glutation sobre los animales que reciben Hb
ANOVA efecto del GSII sobre la PAM
sepsis
Error
GSH
GSH sepsis
Error intragrupo
gí SC MC
1 477,042 477 042 ft~
10 4960.083 498008
1 108.375 ,,,,Jfl§Ja
~
84408
JJ~§j
~
Q~§
008831 301.042
10 844,083
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Valores medios de PAM
(Control — sepsls ¡Sin lib — lib>
N Media
C, sin lib, pre
C, sin lib, pos1
C, lib, pre
0, lib, post
5, sin lib, pre
5, sin Hb, posl
8, 1-Ib, pre
8, lib, post
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2.- EFECTO DEL GLUTATION SOBRE LA ¡‘AP
ANOVA efecto del GSI’I sobre la PAP
gí SC MC F p
GSH
GSI’I sepsis
GSH * >~
GSH * sepsit * It
Error intrasujeto
1 8.333 ,
,
,,=~
12.000
fl.Z~L
~
2114
04025
1 60,750 00317
1 24083 01615
1 12.000 ,,j~ ,,.flJ~jfl,.
20 227,833 flJ~~
Valores medios de PAP
<Control — sepsls ¡SIn Kb — Kb>
N Medie OS ES
6 17000 2191 ,,fl,~,
6 3
34167
...JAaL
5565
.2JgIQ
22726
6 38000 2~§A
,,,...2~.
5610
.
......,I~
22W
6 ,5i..~.
~j~7¿6
6 ~ 7.967 ..22§2.
a) Efecto del glutation en los animales que NO reciben lib
ANOVA efecto del GSM sobre la PAP
sepsis
Error
GSH
GSH * sepsis
Error intragrupo
ql SC MC F
1 2970,375 ,~79~7j
39275
~ ,~9~u1
10 392,750
1 30,375 30,375 1,576 023
1 q375 p~ 9~§§. Q~L
10 192,750
b) Efecto del glutation en los animales que reciben lib
ANOVA efecto del GSH sobre le PAP
sepsIs
Error
GSH
GSH * sepsis
Error intragrupo
ql SC MC F
1 287.042~ 287.042 3363
10 848,417 84842
A~Z
1 2.042 2.042 ...,.....fl.22
,,,¶~
0
00011 63.375 ~
10 ~.CS3
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C, Sin Hb, pre
C, Sin Hb, post
C, Hb, pro
C, lib, post
5, Sin Hb, pre
5, Sin lib, post
5, Kb, pro
5, Hb, post
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3.- EFECTO DEL GLUTATION SOBRE EL INDICE CARDIACO
ANOVA para el efecto del 05K sobre el It
gí SC MC F p
GSli
GSli
GSH
GSH
* sepsis
* lib
*sepsis*hb
Error intragrupo
1 147301 47 301
j~
~
fl~
.9220
~7~L
~
ffi~,
J
J92§A
,,...
4~j,
3841
1 92046
1 22,417
1 12.650
20 319,529
Valores medIos de IC
(Control — sepsis ¡ SIn Mb — Hb)
N Media SO ES
6 79061 ....fl.Z?2.
13668
—~-
~
.......§.~
5580
—~-
,,±QJj
5.057
6 79455
6 ~
6 ~j
665,472 16,3~ 6,~
e ~
6 ~
6 62033
~
~
~
8188
~j,
.....22&
a) Efecto del glutation sobre los animales que NOreciben Hb
ANOVA para el efecto del GSM sobre el It
se psis
Error
05K
OSH * sepsis
Error intragrupo
al SC MC F 1’
1 841 901 ~jJ~
....,,S12¶
27.395
j~
lO 5012)84
1 27.395 .....QI.2rn..
Q~f
~
1 18.225 W~
10 215,657
b) Efecto del glutation sobre los animales que reciben lib
ANOVA para el efecto del 08K sobre el It
sePsIs
Error
05K
08K * sep
Error intragrupo
gí SC MC r 0
.....,,AIZ1~
~
142.3231 142.323
86471 ....,..§§Afl..
103872
1 4177,068 26765 000)4
10 1580.822
1 .J~Jfl2,
~
~J~u1
1
10
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C, Sin Kb, pre
C, Sin Hb, post
C, Hb, pre
O, lib, post
8, Sin Hb, pre
6, Sin Kb, post
6, Hb, pre
6, lib, post
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4,- EFECTOS DEL GLUTATION SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR SISTEMICA
ANOVA para los efectos del GSM sobre la RVS
SC MC F p
GSH
GSK * sepsis
GSK * hb
GSH * sepsis * lib
Error intragrupo
1 0.111 0,111 ~ Q~§~
1 0,~ fl,~
,,,,,,,,,,,9J~
~
1 0,128 .
.......Q~L
0
076591 0.008
20 1,664
DS ES
6 J¿7~ ‘,,,,,,,,,9J~. 0075
6 .A1§~..
4.~
,,,,,,,JJ~
j~
,,,,,QJ~
Q§~
0.~6
6 .&21§ 0068
6 ~ 0.169 0.~
a) Efecto del glutation sobre los animales que no reciben lib
ANOVA para el efecto del GSH sobre la RVS
sepsis
Error
GSH
GSK sepsis
Error intragrupo
SC MC F p
1 0.5141 Q§14
10 1,017
j~7
1 3.001 E-4 3,001E-4 ,,,,ftQj~ ,,,,,Q,
1 0.023> ~
0,1 001610
b) Efecto del glutation en los animales que reciben Hb
ANOVA para el efecto del GSH sobre la RVS
sepsis
Error
05K
05K * sepsis
Error intragrupo
gí SC Mt~ F o
1 31,289 ~g
22.048
JAJ21 ~
10
1 0.234~
0.0751 Q,9~
1,5061 0151
~
1 .........QA~ 0497
10
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Valores medios de RVS
¡Control — sepais ¡Sin Hb — Mb>
N Media
O, Sin Kb, pre
O, Sin lib, post
0, Kb, pre
0, lib, post
5, Sin lib, pre
5, Sin lib, post
5, lib,
6, Hb, post
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5.- EFECTO DEL GLUTATION SOBRE EL FLUJO MESENTÉRICO
ANOVA pare el efecto del GSH sobre Ornes
gí SC MC Ir
~3
1 45,156 ,,~j§§
0046
29260 <00001
1 0,046 0030 08640
1 28.119 J
Jj~
1543
J~~Q
,.,.....±2j2,
0~4
1 1573 03248
20 30866
Valores medios de Qnes
<Control— sepsís ¡SIn lib — lib>
N Media OS ES
C, Sin Kb, pre
C, Sin Kb, post
C, lib, pre
C, Kb, post
5, Sin Kb, pre
8, Sin Hb, post
5. Hb. pre
5, Kb, post
a) Efecto del glutation en los animales que no reciben Hb
ANOVA del efecto del GSH sobre el Ornes
sepsms
Error
08K
OSH*sepsis
Error intragrupo
al SC MC E o
1 36,492 36492 10966 9~j
10 33,279
1 1.004 1.004 3.~ ~7~Z
Q~1 1080 1080fl
0,25210 2,518
b) Efectos del glutation sobre los animales que reciben Mb
ANOVA para el efecto del GSH sobre el Qnes
sepsis
Errar
08K
05K * sepeis
Error intragrupo
al SC MC It o
1 7,388 ..Áa~ ..,22~. 01286
10 26,911
1 72.270 3fl7Q
0539
0
01901 0539 06720
10 28,348 2.836
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08K
GSH * septis
05K * hb
05K * sep * It
Error intrgrupo
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6.- EFECTOS DEL GLUTATION SOBRE EL FLUJO PORTAL
ANOVA para el efecto del GSM sobre el Op
gí SC MC F p
GSK
05K * sepsis
GSK * lib
05K * sepsis * lib
Error intragrupo
1 161.051 161.051 ,
,,fl~j-
~
~
9
9J4~j31 1,723 ~j¿fl
...j21.,gZ1
,,J,~fl
2,918
1 1 01 .871
1 13,926 ....Q9~I9..
20 58,369
Valores medios de Op
(Control — sepsls ¡SIn lIb — Kb>
N Media OS ES
6fl~jj~
6 ~ ~J~j ~
6 §J~~ .......2A2§ .—Q.1Z~
6 ~j 4,617 1,~
6 7,~ 0,~ 0.260
6 9,~ 1,1580,473
65,200 3,~ 1,~
6 j~j 4.547 I.~
a) Efecto del glutation en los animales que NO reciben Mb
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CRÍTICA AL MÉTODO:
El modelo empleado puede cuestionarse desde varios puntos de vista: podría
pensarse que el diseño experimental aplicado no es válido, que las técnicas utilizadas
para cada una de las mediciones son inadecuadas o bien que el tratamiento estadístico
no es el indicado, Por ello, vamos a analizar cada uno de estos aspectos con la finalidad
de que la valoración final de resultados sea apropiada.
1 - EL DISEÑO EXPERIMENTAL NO ES ADECUADO
1.1) —
El diseño aplicado en el modelo de sepsis animal se basa en el estudio de las
variables antes y después de una determinada exposición, en este caso la infusión de E.
cok. Este diseño presenta la ventaja de evitar factores de confusión asociados a la
variabilidad interindividual que no pueden medirse ni controlarse de ningún modo
(ejemplo: variación genética...); es decir, cada individuo actúa como su propio control.
Por consiguiente, se logra una mayor precisión estadística y se requirieren menos
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sujetos que con un estudio de grupos independientes . Las desventajas que puede
presentar este tipo de diseño, como el control de circunstancias externas a lo largo del
experimento (es decir, si los cambios se deben al tratamiento o bien son fruto de la
evolución) se han subsanado mediante la comparación paralela con un grupo control.
De esta forma se controlan terceras variables que pueden tener lugar a lo largo del
experimento. Los grupos sometidos a estudio son muy homogéneos entre si, lo que
puede comprobarse en el hecho de que las medidas hemodinámicas y bioquímicas antes
del estímulo séptico eran muy similares en ambos grupos y las desviaciones estándar
obtenidas no son elevadas, Por lo tanto, el diseño experimental aplicado permite
apreciar con una elevada sensibilidad los cambios que pueden producirse y además, al
introducir un grupo control, se verifica que dichos cambios no tienen lugar por otros
factores externos, puesto que lo único que diferencia a cada uno de los grupos es la
existencia o no de estimulo séptico (animales control y animales sépticos) o que estén o
no sometidos a una determinada intervención (recibir Nt frente a no recibir lib). Por lo
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tanto pensamos que el diseño experimental aplicado es adecuado para el objetivo del
presente estudio.
A) ¿POR QUÉ ESTA ESPECIE ANIMAL?
El modelo empleado ha sido un modelo porcino con el fin de reproducir en lo posible
un estado equiparable a la sepsis humana. Además, este animal permite de un modo
fiable el estudio de flujos regionales, puesto que los animales de pequeño tamaño
dificultan extraordinariamente esta técnica restándole fiabilidad. Las razones de la falta
de correlación entre los modelos animales y la situación clínica incluye varios factores
como la complejidad del estado de la enfermedad, la variabilidad de la población de
pacientes y el modelo experimental animal empleado.
Cuando se manejan modelos animales con el fin de establecer un cierto paralelismo
con la especie humana, hay que tener en cuenta las limitaciones del modelo a
seleccionar. Se han utilizado como modelos de sepsis animal ratas, perros y otras
especies; aunque las respuestas fisiológicas de cerdos y chimpancés parecen ser más
similares a las humanas312, A pesar de ello, hay que tener en cuenta que el modelo
porcino seleccionado presenta limitaciones:
a) Es preciso usarlo con precaución en parámetros relacionados con la PAiP o el
aclaramiento del sistema del retículo endotelial (RES), ya en estos animales, a
diferencia de los humanos, el RES es predominante en la región pulmonar
debido a Jos macrófagos intravasculares3t3, Esto produce una respuesta de la
PAP que no se observa en humanos.
1’) En cuanto a la sensibilidad a la endotoxina, fluctúa mucho dependiendo de la
especie, tan solo e] chimpancé presenta una sensibilidad similar a la
humana314. Por esto, es preciso adecuar la dosis de tal forma que sea capaz de
inducir “respuesta séptica”.
U) ¿EXISTEN VARIABLES DE CONFUSIÓN EN NUESTRO MODELO?
Una “variable de confusión” es un factor relacionado causalmente Con el
desarrollo del proceso y asociado con la exposición; no es una consecuencia de dicha
exposición. Estas variables distorsionan la interacción entre las variables de interés
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pudiendo ori,ginar una aparente pero falsa relación causal. Lo más deseable para la
abolición de estas variables de confusión es el control de éstas en el diseño del estudio
mediante exclusión de individuos en condiciones de comorbilidad o por randomizacíon,
En el modelo de sepsis animal que se ha desarrollado se han seleccionado los
individuos con el fin de evitar falsas relaciones causales motivadas por el efecto de
variables de confusión. En este modelo, las variables de confusión consideradas han
sido:
Edad y peso: Todos los modelos predictores de mortalidad empleados en Unidades
de Cuidados Intensivos deben ser ajustados en función de la edad315. De forma
análoga a ¡a edad, el peso ha sido controlado mediante selección de animales cuyo
peso varia entre 26 y 32 kg. En cualquier caso, las dosis administradas han sido
siempre ajustadas en función del peso.
Enfermedades preexistentes: Esta circunstancia puede llegar a incrementar la
mortalidad y el grado de lesión de un modo incluso más importante que la edad316.
Todos los animales empleados en este estudio son sanos. Para garantizar este hecho
se ha realizado una valoración intra-individual ya que se lleva a cabo una
comparación de los diversos parámetros antes y después de ser sometidos a la
agresión séptica. En los resultados se puede comprobar como la población de
animales estudiados presentan unas condiciones basales muy similares entre sí, ya
que las desviaciones standard obtenidas para la mayoría de los parámetros son
pequeñas. Además, antes del estudio hemodinámico y bioquímico completo al inicio
del experimento, los animales eran controlados y estabilizados mediante ventilación
mecánica y resucitación con fluidos, que eran ajustados convenientemente en función
de los resultados obtenidos en una gasometría arterial realizada antes del comienzo
del experimento propiamente dicho. De esta forma, se podia controlar que el estado
basal metabólico y respiratorio de los animales fuera muy similar, Al tratarse de un
estudio con un grupo control al que se somete a las mismas circunstancias que los
animales sépticos, se comprueba que la evolución en los grupos sépticos es
sustancialmente diferente a los controles (ver resultados).
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C) ¿ES APROPIADO EL ESTIMULO SÉPTICO EMPLEADO?
1.-Agente infeccioso
:
Uno de los factores más relevantes en el desarrollo de modelos de sepsis animal
es la selección del agente infeccioso. Es importante que, en la medida que sea posible,
refleje una determinada presentación clínica; hay que considerar la idoneidad de la
bacteria, la dosis, la ruta, y la duración de su administración:
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• En general, las infecciones por gérmenes Gram-negativo son más virulentas y
suponen el 40% de los casos de sepsis clínicas317; por este motivo, E. Cali es una
bacteria de interés clínico.
• Dosis y ruta. La respuesta fisiológica a una infusión rápida de inóculo rico en
bacterias virulentas es similar a la observada por un bolo de endotoxina312. Por este
motivo se ha optado por infundir durante 30’ un inóculo cuya concentración bacteriana
era de 1,5 x 108 UFC/niL de E. cali que se administraba porvía venosa.
• Duración de la administración. Una vez seleccionado el agente infeccioso hay que
considerar que el inóculo sea apropiado en cuanto a la repetibilidad del recuento
bacteriano, el grado de crecimiento y la liberación de toxinas, ya que todos estos
factores pueden contribuir a la variabilidad individual. Anteriormente se ha demostrado
que el inóculo es contante para estos parámetros en todos los experimentos realizados
(ver material y métodos).
2.-Estimación de Ja dosis bacteriana
:
Nuestro grupo posee experiencia previa con un modelo similar de sepsis
inducida mediante la infusión de E. cok vivos en ovejas. El presente modelo de sepsis
porcina está basado en el modelo previo de ovejas. Experimentos piloto han identificado
que se requiere una dosis similar para producir el deterioro hemodinámico y bioquímico
característico de la sepsis. La dosis utilizada en el modelo ovino (1,5 mL de inóculolkg
con un inóculo de concentración 1,5 x io~ UFC/mL) origina una situación de acidosis
metabólica e hiperlactatemia junto con cambios hemodinámicos sistémicos y
regionales: origina hipotensión sistémi ca, hipertensión pulmonar, disminución global
de los flujos regionales (Qm y Qp), acidosis, hiperlactatemia y leucopenia (ver
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discusión de resultados). Por tanto, pensamos que nuestro modelo reproduce los
cambios hemodinámicos y metabólicos característicos de la sepsis.
1.2) SFPSIS fJIJMAA.TA
Uno de los principales inconvenientes que se puede hallar en un diseño
experimental cuyo objetivo es estudiar la variación de un parámetro en fUnción de la
existencia de una determinada patología (en este caso los niveles de RSNOs en la
sepsis), es el establecer de manera precisa los criterios diagnósticos que garanticen la
presencia de enfermedad, En el caso de este estudio los pacientes que han sido
considerados como sépticos cumplen los criterios de sepsis detallados en el apartado de
introducción y en el de material y métodos. Y aquellos que han sido englobados en el
grupo de pacientes con shock séptico son aquellos que además de cumplir los criterios
de sepis, requerían el empleo de una o varias drogas vasoactivas. Además se han tenido
en cuenta criterios de fallo orgánico con el fin de establecer el grado de afectación del
enfermo.
En el estudio de sepsis humana de casos y controles no ha podido aplicarse la
comparación pre y post exposición a la infección por razones obvias; aunque sí han sido
valorados los niveles de RSNOs durante el estado de shock y una vez resuelto éste, en
aquellos individuos en los que se resolvió el shock,
2.- NO SON VÁLIDOS los EStiMADORES de SÍNTESiS de NOJ
El metabolito del NO mas ampliamente difundido para la estimación de la
producción de óxido nítrico ha sido la medida de nitratos y nitritos, Se ha hallado
correlación entre los niveles de nitratos y nitritos y la evolución e incluso la mortalidad
en la sepsis318. A pesar de ser los metabolitos más estables del NO, existen
inconvenientes para la instauración de los nitratos y nitritos como parámetros válidos en
la monitorización y consiguiente intervención en estados fisiopatológicos relacionados
con la hiperproducción de NO:
• Influencia de la ingesta de nitratos, Es poco probable que este hecho sea relevante en
nuestro estudio ya que la concentración de estas sustancias en el agua de bebida no
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contaminada está generalmente por debajo de lOmg/L , por lo que la ingesta debe
ser muy importante para que afecte la concentración plasmática. De igual modo, en
este modelo no hay que considerar el consumo de vegetales ricos en nitratos como la
lechuga o espinacas320. Por otra parte, el diseño del estudio evita este problema al
considerar las variaciones antes y después del estimulo séptico, por lo que se
observan los cambios que se producen debidos a la inducción séptica.
• Los nitratos y nitritos son eliminados por vía renal. Este hecho conlíeva que
enfermos con insuficiencia renal presenten niveles elevados de nitratos y nitritos sin
que necesariamente implique una sobreproducción de NO. Esta circunstancia de fallo
renal es un síntoma muy frecuente en pacientes sépticos. Para una estimación
correcta sería necesario valorar conjuntamente los niveles plasmáticos y la excreción
urinaria lo que requiere la recolección de orina de 24k con un agente bactericida para
evitar la producción bacteriana de nitritos.
• En estados de bacteriemia no son valorables los nitritos ya que determinadas
bacterias son capaces de producirlos, lo que resta especificidad a la medida de
nitratos y nitritos, Sin embargo, este factor no debe ser considerado en nuestro
modelo ya que la bacteria administrada, E. coil, no es capaz de generar nitritos como
producto metabólico.
• La vida media real de los nitratos y nitritos iii vivo no es conocida con exactitud, por
lo que la obtención intermitente de muestras puede no ser representativo de la
producción de NO a tiempo real.
Los nitrosotioles son compuestos que en principio no se ven influenciados por la
dieta y al tener una ti¡
2 más corta (la máxima estimación de la t1~ de la nitrosoalbúmina
ha sido de 24h
241) permite valorar la producción de NO a tiempo real. Recientemente se
ha hallado que en enfermos sépticos sus niveles aumentan en orina321, La aplicabilidad
de la medida de nitrosotioles en orina es cuestionable ya que la nitrosoalbúmina,
nitrosotiol predominante en plasma (~.~8O%)222 no es filtrado por el riñón en sujetos
sanos debido al elevado peso molecular de la albúmina. Esto implica que en onna tan
solo cabria esperar la presencia de nitrosotioles de bajo peso molecular, lo que
representa tan solo una pequeña fracción (—20%) de los presentes en plasma,
probablemente a una concentración por debajo de la mínima concentración detectable
por esta técnica; por lo que nosotros hemos analizado la concentración sérica de
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RSNOs.
La estimación de metahemoglobina ha sido considerada como posible parámetro
indicador de la producción de NO. Una de las interacciones que sufre el NO es su
reacción con la deoxihemoglobina para formar nitrosil-hemoglobina322 cuya
descomposición conduce a la formación de metahemoglobina. Sin embargo, la
metahemoglobina es degradada casi instantáneamente por la metahemoglobin-reductasa
fisiológica323’324 lo que teóricamente desaconsejaria este método, a pesar de lo cual se
325han hallado niveles elevados en niños sépticos
Por lo tanto, teniendo en cuenta todos estos aspectos, los RSNOs aparecen como
parámetro que a priori presenta importantes ventajas frente a la medida de nitratos y
nitritos; si bien no existe aún experiencia sobre la asociación de sus niveles con
patologías concretas. Ya se comentará con detalle en la discusión de resultados que éste
es el primer trabajo que pone de manifiesto que en la sepsis y en el shock séptico
clínicos se produce un incremento de la concentración de RSNOs, Este incremento
también sucede en el modelo animal; en el cual, debido a las características del
experimento, los nitratos y nitritos también pueden ser un parámetro válido.
3.- LA NITROnROSINA COMO BIOINDICADOR de la LESIÓN MEDIADA porONO& —
La propuesta de los peroxinitritos como moléculas que contribuyen al daño
tisular cada vez está cobrando mayor importancia. La evidencia mayoritariamente
aceptada para demostrar este hecho, es el hallazgo de niveles incrementados de
nitrotirosina, lo que implica asumir que la formación de nitrotirosina es un marcador
específico de la producción de ONQO’. Halliwell326 ha realizado recientemente una
revisión de este supuesto y considera que si bien la mayor parte de la nitrotirosina
existente es consecuencia de la reacción de los peroxinitritos con las aminas proteicas,
hay que considerar que la nitración de proteinas puede estar originada además por otras
especies.
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Otras reacciones que hipotéticamente pueden generar “3-nitrotirosina
”
• Óxido nítrico: No es un hecho probado pero es una posibilidad factible que el ataque
de los radicales libres generados en los procesos de inflamación provoque la
conversión de tirosina en Tyr-O, que seguida de la adición de NO pueda generar
nitrotirosina326. Esta nitración proteica puede implicar pérdida de flincionalidad y
por lo tanto lesión mediada por NO.
• Dióxido de nitrógena Las fuentes habituales de NOj son el humo del tabaco y
determinadas condiciones ambientales3” que no tienen lugar en nuestro experimento.
Su producción endógena es minoritaria y su origen puede ser la oxidación de NO,
oxidación de NOI y quizá ONGO’ a pH fisiológico; todos ellas especies relacionadas
con la producción de NO326.
• Ácido nitroso. Fisiológicamente su formación es poco probable, tan solo podría
tener lugar en tejidos con un pH bajo como el estómago328.
• NO?CL Se está estudiando la posibilidad de que el ácido hipocloroso generado en
los procesos de inflamación por los neutrófilos activados, pueda reaccionar con NO
2’
generandQ NO2CI capaz de interaccionar con tirosina329.
• Mieloperoxidasa. Es posible que el sistema mieloperoxidasalHzO
2 oxide la tirosína
a radical-tirosina pudiendo así reaccionar con NO2’ para formar nitrotirosina’
68, pero
nuevamente no está probado que este hecho tenga lugar in vivo,
Según los conocimientos que existen actualmente sobre la especificidad de la
nitrotirosina, se puede concluir que en las condiciones experimentales de nuestro
estudio, los peroxinitritos son el origen fundamental de la formación de nitrotirosina, ya
que no se da una atmósfera rica en NO
2 y no se ha probado que existan otras reacciones
que conduzcan a la formación de nitrotirosina in vivo. Sin embargo, no hay que
descartar que en un futuro puedan surgir otras posibles fuentes, si bien todas las
consideradas hasta el momento, están relacionadas con el NO o alguno de sus
metabolitos, por lo que indicarían igualmente lesión mediada por NO.
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Por este motivo hemos considerado que la tinción inmunohistoquimica de
nitrotirosina es un indicador válido para estimar la lesión tisular mediada por 0N00 y
debido al escaso número de estudios realizados en modelos de sepsis agudas, pensamos
que puede ser de extraordinaria relevancia esta determinación para comprender aspectos
fisiopatológicos de la sepsis.
4.- NO SE HA CONSIDERADO QUÉ FACTORES INFLUYEN en los EFECTOS de la lib
Una de las cuestiones que pueden plantearse al considerar la validez de los
resultados obtenidos, es que no se hayan tenido en cuenta una serie de factores que
pueden alterar o de algún modo influir en la respuesta hemodiriámica de la Hb como
son: la propia elaboración de la solución de Hb, el grado de oxigenación de ésta (puesto
que de ello depende el tipo de interacción con el NO) y la dosis a administrar.
2.1) PROCESO DE AISLAMIENTO DE Mb
Se ha demostrado que las soluciones de hemoglobina poseen ciertas propiedades
330
como potenciales resucitadores en el shock . Estas soluciones tienen la ventaja de que
son fácilmente almacenables y poseen una presión coloidosmótica similar a la
albúmina273 y a la del dextrano-70285 lo que puede suponer un efecto beneficioso durante
la resucitación. Sin embargo, existen diversos efectos indeseables que pueden ser
atribuibles a la preparación de dicha disolucton:
1. Puesto que el agente lisante de hematíes es el agua, la solución resultante es
hipotónica con respecto al plasma con la consecuente acción hemolizante, Para evitar
este problema la solución obtenida ha sido osmóticamente compensada con una
solución saturada de cloruro sódico.
2. El mayor peligro de las soluciones de hemoglobina es la presencia de antígenos del
tipo ARO que pueden provocar una grave reacción hemolitica transfi.isional. Sin
embargo, al perder su integridad la membrana del hematíe, esta capacidad antigénica
disminuye reduciéndose a una pequeña hemólisis,
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3. Los tetrámeros de hemoglobina se disocian en monómeros y dímeros que son
excretados por vía renal. La dosis administrada está pensada en función de su
potencial farmacológico con el fin de alcanzar en cada caso un efecto máximo aún
teniendo en cuenta que posee un metabolismo.
4. La dificultad final asociada a las soluciones de hemoglobina es el incremento de la
afinidad de la hemoglobina por el oxígeno debido a la pérdida del efecto del 2,3-
difosfoglicerato que en circunstancias fisiológicas reduce dicha afinidad. Aunque
este hecho no interfiere en el objetivo último de nuestro estudio, sí que es un factor a
tener en cuenta a la hora de justificar las lesiones histológicas producidas por la
hemoglobina debidas a un defecto en la oxigenación.
E) CAPACIDAD DE LA Mb PARA INTERACCIONAR CON ÓXIDO NITRICO
Uno de los objetivos de este estudio es valorar la capacidad de la lib como
agente con propiedades hemodinámicas aplicables al tratamiento del shock séptico.
Como ya se ha comentado extensamente en apartados previos, la principal causa de
estos efectos es la capacidad de la Hb como molécula captadora de NO. Por ello, vamos
a analizar ¡os diferentes factores que pueden influir en dicha interacción.
1. Dependencia del tipo de Hb
:
La capacidad fijadora de NO de la Hb aún no está plenamente caracterizada. ha
y colaboradores demostraron que el NO se une a los grupos reactivos sulfidrilos de la
H1,A253. Además de esta unión, también el NO interacciona con el hierro del grupo
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hemo . Dicha capacidad fijadora de NO difiere dependiendo de varios factores como
el tipo de Hb, el estado de oxigenación, proporción Hb:NO etc. En nuestro estudio la
hemoglobina predominantemente empleada ha sido oxihemoglobina (92-96% oxiHb) lo
que implica mayor interacción del NO con los grupos —SH de las cisteinas presentes en
la lib de los mamíferos.
2. Dosis a administrar
:
Se podría argumentar que las dosis administradas son muy elevadas,
especialmente si se comparan con las que habitualmente se emplean para fármacos
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vasoactivos, Sin embargo, en ensayos preliminares realizados en nuestra unidad de
investigación se comprobó que dosis inferiores a 1 OOmg/kglh no originan efectos
hemodinámicos aparentes. La dosis de 1 OOmg/kg/h produce hipertensión leve pero no
significativa. Por eso, el estudio se ha disefiado de tal forma que se administran dosis
crecientes de Hb a partir de la dosis mínima que produce efectos hemodinámicos en
nuestro modelo, Estos resultados coinciden con los reportrados previamente en un
modelo similai985,
5.- ¿PUEDE el GSH MODULAR la UNIÓN Hb-NO
?
Como ya se ha expuesto previamente, nuestra hipótesis es que el GSH ‘compite”
con la lib por el NO a través de equilibrios que se establecen entre el GSH y el NO
unido a grupos -SR de la lib. Para demostrarlo, se ha administrado 0514 después de Is
infusión de Hb con la finalidad de comprobar si es capaz de revertir los efectos
vasculares de ésta. Antes de valorar estas acciones, hay que considerar previamente los
posibles factores que pueden afectar:
a) Dosis
:
La dosis de bolos de lg GSH se ha calculado para que el glutation esté presente en
una proporción superior a la igualdad mol a mol con respecto a la lib, garantizando su
concentración en exceso.
1) Posible interferenciadel GSH contenido en la solución de Hb
La hemoglobina aislada mediante lisado eritrocitario no garantiza la ausencia del
glutation que éstos contenían después de la purificación. Sin embargo, el efecto sobre
nuestro ensayo es despreciable, ya que al estar sometida la Hb a un proceso prolongado
en presencia de oxígeno, la porción residual de glutation se encuentra
fundamentalmente en su forma oxidada, lo que impide la formación de 05N0384.
0) Repercusión de la medida cf! gasto cardiaco
El gasto cardíaco se ha medido por la técnica de termodilución y cada una de las
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medidas se ha realizado por triplicado, tomando la media como el valor adecuado. Ya
que se requiere aproximadamente 60 segundos para realizar la medición por triplicado,
los efectos reales de GSH sobre la resistencia sistémica posiblemente han sido
subestimados debido a lo transitorio de los cambios observados.
7.- EL ANÁLISIS ESTADISTICO NO ES APLICABLE A ESTE MODELO
Se puede plantear la duda de la conveniencia de aplicar un análisis de la varianza
de medidas repetidas con varios factores para estimar la variación de un parámetro o
medida a lo largo de un período de tiempo. Como se expone a continuación nosotros
hemos analizado detalladamente las condiciones de aplicación de este test y hemos
verificado que la herramienta utilizada (programa Stat View) realiza este análisis de
forma satisfactoria.
Condiciones de aplicación del análisis estadístico:
En el análisis de la varianza las observaciones deben cumplir los criterios de
normalidad, ser observaciones independientes y con la misma varianza en cada una de
las subpoblaciones:
• Los grupos estudiados son muestras aleatorias procedentes de una población normal.
La no nonnalidad tiene muy pocos efectos sobre el estadístico de contraste
empleado331’332, pero debido al tamaño de los grupos se ha aplicado la prueba de
Shapiro-Wilks para verificar el supuesto de Normalidad.
• Las observaciones realizadas son independientes. Al igual que la regresión, el
análisis de la varianza asume que cada observación en el análisis es independiente
de otra; sin embargo, en muchas ocasiones no son independientes ya que se utiliza
para valorar medidas en el mismo objeto o individuo a lo largo de un periodo de
tiempo. Para realizar este análisis correctamente, los cálculos del análisis de la
varianza deben realizarse teniendo en cuenta el hecho de que la variabilidad entre
las observaciones tomadas de la misma unidad experimental (como una persona o
una planta) es más pequeña que la variabilidad entre diferentes unidades
experimentales333. Tal análisis es conocido como “medidas repetidas del análisis de
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la varianza”, Este aspecto es tenido en cuenta por el programa estadístico empleado
“Stat View”, El término “error intragrupo” es automáticamente adicionado en el
cálculo de la ANOVA que puede referirse en otras Ibentes literarias como “error
intrasujeto” o “error alfa”. El programa realiza más de una estimación de la
variabilidad para asegurar la importancia de los diferentes efectos en un diseño de
medidas repetidas considerando que las variaciones en el mismo individuo son
menores que las producidas entre diferentes individuos. El programa calcula las
diferencias entre grupos estimando el error residual,
• La igualdad de varianzas se ha verificado mediante el test de Levene.
Inconvenientes del análisis de la varianza
El análisis de la varianza solamente valora la hipótesis de que el comportamiento
global de una muestra difiere dependiendo de una o varias características de otra. Sin
embargo, no aporta información sobre qué muestra o muestras concretamente difieren
de las otras. Para aislar diferencias entre grupos en el análisis de la varianza se ha
empleado el “t test” con la corrección de Bonferroni334.
Modo de expresión -de resultados
Los valores medios aparecen expresados en la publicaciones de diversas formas:
- valor medio ±desviación standard (SD)
- valor medio ±error standard (ES)
Muchos investigadores científicos expresan sus resultados con ES, debido a que con
este dato el valor que se obtiene es menor que con DS y por lo tanto la apariencia visual
mejora. La desviación standard expresa la certeza con que una muestra puede estimar la
media de una población real, mientras que el error standard no informa nada sobre la
variabilidad en la población general. Puesto que el lector generalmente está interesado
en conocer lo que sucede en la población, los datos no deben ser expresados con el error
standar335. Por este motivo, nuestro grupo ha optado por la opción de expresarlo como
media ±SD en detrimento del aspecto visual.
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A la vista de estas observaciones, nuestro grupo ha optado por aplicar un análisis
de la varianza de medidas repetidas ya que es un test que permite establecer diferencias
entre grupos de manera muy exigente, discriminando verdaderamente los
comportamientos diferenciales.
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DISCUSIÓN de RESULTADOS
El análisis de los resultados va a englobarse en tres grandes grupos:
• Efectos de la evolución de la sepsis:
- Alteraciones hemodinámicas,
- Cambios bioquímicos.
- Daño mediado por ONOO.
• La Hb como resucitador del shock séptico: efectos de la Hb frente al grupo no
tratado y su efecto dosis-respuesta.
• El GSH ¿reviene los efectos hemodinámicos de la lib?
1. CAMBIOS PRODUCIDOS EN LA SEPSIS
1.1) CAMBIOS HEMODINÁMICOS
En los resultados expuestos se puede verificar que en nuestro modelo de sepsis
porcina se producen alteraciones coincidentes con el perfil hemodinámico de sepsis
descrito en la literatura:
• Descenso de la Presión Arterialy alteraciones en la FC
Como se ha comentado en la introducción, probablemente éste sea el efecto
hemodinámico más característico de la sepsis ya que ha sido relacionado con la
mortalidad de la misma. En nuestro modelo este descenso tiene lugar a partir de la
primera hora de evolución y como se observa en los resultados, el cambio producido
después de cuatro horas es cuantitativamente muy importante (64,5%). Como se ha
comentado en el apartado de la introducción, este efecto hemodinámico se ha
atribuido mayoritariamente a la hiperproducción de óxido nítríco como consecuencia
de la acción del TNTF-c¿ generado por la endotoxina y otros mediadores capaces de
inducir la síntesis de iNOS en determinados tipos celulares,
Existen datos contradictorios en la literatura a cerca del tiempo requerido para
que llegue a producirse la expresión de iNOS, Muchos autores sostienen que se
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requiere un periodo de cuatro horas para que se produzca dicha inducción, Esta
afirmación está basada en que la concentración sérica de nitratos y nitritos no se
incrementa hasta pasado este periodo. Sin embargo, los efectos vasculares generados
por el NO se observan de manera más precoz. Existen diversas hipótesis que tratan
de justificar este hecho:
— El descenso de la PAM se debe a una activación inicial de la eNOS. Este efecto fue
observado por Szabó’~, en un modelo experimental en la que esta sobreexpresión se
producía de manera muy precoz. En nuestro experimento no se han observado
consecuencias hemodínámícas de este hecho ya que el descenso de PAM, al igual
que los otros efectos hemodinámicos, no han tenido lugar en los primeros minutos de
la evolución séptica sino que ha sido posterior, por lo que parece que en nuestro
modelo este hecho no justificaría los efectos hemodinámicos hallados.
— Investigadores que han medido de manera directa la inducción de la iNOS mediante
técnicas moleculares que permiten detectar el mRNA necesario para la síntesis de
esta proteína, han hallado que esta inducción de la síntesis de iNOS se producía en
tomo a los 180 minutos de la inducción séptica336, incluso de ha descrito esta
expresión en un tiempo de una hora339, Según esto, es posible que los metabolitos
séricos se incrementen de una forma más retardada que la inducción real de la iNOS.
Este hecho justificaria el descenso de PAM observado sin que se incremente la
concentración sérica de nitratos y nitritos. En cualquier caso, el tiempo de inducción
de la iNOS, además depender del tiempo requerido para la síntesis de proteína,
también parece estar influenciado por el tipo y el grado de estímulo séptico, la
especie animal considerada y del tejido analizado; es por lo tanto muy dependiente
del modelo séptico empleado.
— En un estudio realizado pornuestro grupo con un modelo séptico muy similar a este,
se demuestra que la producción de NO sustrato-dependiente tiene lugar entorno a las
338
2h del estímulo séptico
— Recientemente se ha puesto de manifiesto que existe una alternativa no enzimática
para la síntesis de NO339. Esta nueva vía de síntesis parece estar relacionada con la
producción de especies reactivas de oxígeno, cuya formación tiene lugar en la sepsis
como se ha comentado anteriormente, El incremento del gasto energético celular
comienza a manifestarse de forma muy temprana, por lo que se desencadena un
importante stress oxidativo que según estos autores contribuye junto a otras especies
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nitrogenadas a la síntesis de NO pudiendo propiciar un descenso en la PAM. El
hallazgo de esta nueva vía de síntesis hace que a partir de ahora, haya que considerar
el stress oxidativo como pieza importante en todas las acciones mediadas por el NO.
Los cambios que se producen en la frecuencia cardiaca posiblemente sean
consecuencia de una respuesta simpática desencadenada como mecanismo
compensatorio del efecto de la sepsis sobre laPAM.
• Incremento de la PI4P.
En nuestro experimento se han observado variaciones en la PM’ similares a las
reportadas por otros 3~~341 que han observado un incremento muy pronunciado
de la PAP durante el momento de la infusión bacteriana (0,5 horas) y un incremento
más moderado a lo largo de la evolución séptica. Este efecto es consecuencia de
varios factores:
342
- Reacción vasoconstrictora como respuesta a la hipoxia que produce la seps¡s
- Agregación de células inflamatorias pulmonares y liberación de mediadores de
daño endotelial en el parénquima endotelial (ejemplo: TNIF en los macrófagos),
si bien esta liberación no parece ocurrir hasta después de 165 343’3t
- Incrementos en la presión de la arteria pulmonar y la resistencia vascular
pulmonar secundaria a vasoconstricción durante los estados iniciales, y oclusión
tromboembolitica en las arterias pulmonares en las fases tardías340’34t.
Existen datos que evidencian el papel de NO en la regulación de este parámetro. Las
enzimas responsables de la formación de NO están ampliamente distribuidas en varios
tipos celulares del sistema respiratorio345, incluyendo las células del endotelio vascular
pulmonar. Pearson y col. demostraron que el bloqueo de la síntesis endógena de NO
con L-NAIvIE (“N0>-nitro-L-arginine methyl ester”) incrementaba la vasoconstricción
pulmonar hipóxica y el tono basal pulmonar en ratones normoxémicos346. Este hecho
demuestra el papel fisiológico de la producción endógena de NO confiriéndole un papel
protector de la circulación pulmonar.
En la sepsis se produce una importante lesión endotelial que induce un descenso
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en la actividad de eNOS, responsable de la regulación del tono vascular pulmonar; por
lo tanto, se impide que el NO ejerza su papel regulador. Este hecho parece indicar que el
NO generado por la iNOS en la sepsis no posee dicho papel regulador o por lo menos
no es capaz de contrarrestar el efecto de los mediadores vasocontrictores liberados en la
sepsis a nivel pulmonar. Trabajos realizados con inhibidores selectivos de la iNOS
confirman este efecto diferencial del NO generado a nivel endotelial con respecto al
sintetizado por los macrófagos; ya que la inhibición con aminoguanidina, inhibidor
selectivo de la INOS; atenúa el daño pulmonar agudo generado por endotoxina347 ,lo
que implica que la producción masiva de NO que genera la iNOS puede provocar lesión
pulmonar.
Otro posible efecto que podría explicar el incremento de PM’ es la oxidación a
nivel pulmonar de tioles. Parece demostrarse que en condiciones basales el NO puede
estar estabilizado portioles reducidos (fundamentalmente GSH) generando nitrosotioles
con actividad broncodilatadora348, de hecho se han detectado concentraciones de OSNO
de 0,2-0,5gM en el fluido alvolar348. En estado séptico, debido al importante stress
oxidativo, los grupos tioles se oxidan provocando la depleción de GSH lo que impide la
formación de OSNO y por lo tanto su actividad dilatadora.
• Descenso deflujo en Lechos vasculares regionales.
Como se ha comentado en el apartado de la introducción, en el perfil
hemodinámico de la sepsis coexisten fenómenos de vasodilatación sistémica junto a
otros de vasoconstricción regional que conducen en ocasiones a hipoperfbsión en
algunos órganos. El órgano más susceptible a la hipoperflhsión es el intestino
delgado, con este fin se han monitorizado durante el experimento el flujo de la arteria
mesentérica y la vena porta. En nuestro modelo de sepsis porcina se ha producido un
importante descenso del flujo en ambos vasos. Este descenso de flujo contribuye que
se produzcan fenómenos de hipoxia tisular y por lo tanto lesión, Hemos observado
que en nuestro modelo se producen ambos fenómenos: descenso del flujo
mesentérico y aumento del incremento pCO
2~ - PCO2A , junto con incremento de la
concentración sérica de lactato y descenso de pHa~,iaí lo que refleja la coexistencia
de acidosis y descenso de flujos regionales. Este efecto no puede atribuirse a
descensos del flujo sistémico ya que el gasto cardiaco no se altera significativamente
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durante la sepsis. Sin embargo, según los estudios realizados por Vallet62 , no se
puede afirmar que la acidosis que se produce en la mucosa intestinal se deba al
déficit de flujo que afecta al lecho vascular mesentérico, ya que el descenso de flujo
mesentérico no necesariamente implica descenso de flujo en la mucosa.
Resumiendo, en nuestro modelo de sepsis de produce cambios importantes cambios
hemodinániicos:
- Descenso de la PA con cambios en la FC.
- Aumento de la PM’.
- Disminución importante del flujo de la arteria mesentérica y vena porta, junto con
alteraciones en la redisti-ibución de flujo en lo que se refiere a la vena porta.
Estas alteraciones coinciden con el perfil hemodinámico de sepsis descrito en la
literatura, lo que afianza la validez de nuestro modelo.
1.2) ALTERACIONES BIOQUÍMICAS y HEMATOLÓGICAS
Se han observado importantes cambios bioquimicos en el grupo de animales
sépticos, revelando que el modelo utilizado reproduce los cambios propios de la sepsis:
• Descenso del pH arterial Se produce un importante descenso del pH arterial a
partir de la primera hora de evolución. El valor medio final de pH arterial en el
grupo séptico, revela que las alteraciones que produce nuestro modelo de sepsis,
comprometen de forma importante el estado metabólico y respiratorio del animal.
• Leucopenia Tiene lugar una marcada leucopenia también a partir de la primera
hora de la inducción de la sepsis, lo que revela redistribución leucocitaria como
respuesta al estimulo séptico.
• Iliperlactatemia Otro de los efectos metabólicos que comúnmente se manifiesta en
la sepsis es el incremento de lactato plasmático. En nuestro experimento comienza a
manifestarse esta acción a partir de la tercera hora de inducción séptica. Como ya se
ha comentado previamente, el incremento de lactato clásicamente se ha utilizado
como indicador de metabolismo anaerobio que sufre incrementos como
consecuencia de fenómenos de hipoxia. Los efectos que nosotros hemos observado
son coincidentes con el criterio de autores que manifiestan, que si bien la hipoxia
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genera habitualmente hiperlactatemia, no siempre la hiperlactatemia es
consecuencia de la hipoxia. Como ya se ha comentado ampliamente en la
introducción, el incremento de lactato no es un marcador especifico de hipoxia por
vascularización insuficiente, aunque si debe considerarse ésta cuando la lactatemia
supera los 5 mmol¡L. En efecto, nosotros hemos hallado incrementos moderados de
la concentración de lactato plasmático en dos animales en los que ni los flujos
regionales registrados, ni el gasto cardiaco suman alteración, lo que indica que
existen otras causas además de la hipoxia que producen el incremento de lactato.
Después de cuatro horas de evolución séptica no todos los animales alcanzan cifras
superiores a 5 mmolIL, por lo que no podemos afirmar con rotundidad que el
incremento de lactato en nuestro modelo se deba enteramente a fenómenos de
hipoxia.
• Hipertr¡gliceridemia. Aunque es conocido que la sepsis genera un importante
gasto energético y que una consecuencia de ello es el incremento en la
concentración de triglicéridos circulantes, nuestro trabajo pone de manifiesto que
este efecto sucede ya en las primeras horas de la inducción séptica. Este hecho
revela que efectivamente el gasto energético que genera la sepsis es muy precoz y
debe contribuir de manera muy importante a la disfunción celular y por lo tanto al
fallo multiorgánico incluso en las primeras horas de evolución, La trigliceridemia no
es un parámetro que se utilice comúnmente en la clínica como indicador del
deterioro energético del paciente séptico. Sin embargo, debido a su incremento
precoz, sería recomendable realizar esta determinación en pacientes sépticos con el
fin de estimar si se está produciendo un estado de importante demanda energética.
• Alteraciones de la función renal. En el transcurso de nuestro experimento no se
llegan a producir incrementos significativos en la concentración sérica de creatinina
y de urea, aunque la concentración de creatinina parece presentar cierta tendencia a
incrementarse en la sepsis. El metabolito nitrogenado que si sufre un importante
incremento durante la sepsis es la concentración de urato. Posiblemente, si el resto
de los indicadores de función renal no se ven aún incrementados, el aumento de la
urícemia que se observa puede ser consecuencia del gasto energético, ya que el
consumo de ATP potencia el metabolismo de adenina aumentando la concentración
de urato. Además del fallo renal y la acidosis metabólica, las causas que pueden
originar incremento de urato son múltiples: gota, incremento de la destrucción de
nucleoproteinas en numerosas enfermedades hematológicas, determinados fármacos
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y diversos síndromes caracterizados por alteraciones metabólicas, La determinación
de la concentración plasmática de urato es una prueba inespecífica, por lo que no
puede ser empleada de forma generalizada como indicador de consumo de ATP. Sin
embargo, en nuestro modelo estas alteraciones son descartables, por Jo que el
incremento de uricemia puede ser interpretado como consecuencia del gasto
energético o del fallo renal. Tanto la uricemia como la uremia son parámetros que se
ven afectados por la dieta, pero en este modelo no se ha considerado este factor
puesto que las medidas se han realizado comparando los valores obtenidos antes y
después del estímulo séptico sin que exista ingestión alimentaria durante ese periodo
y además, todos los animales estaban sometidos a una dieta muy similar.
• Marcadores hepáticos. Los enzimas que habitualmente se utilizan para valorar la
flincionalidad hepática en el síndrome de fallo multiorgánico son la AST y ALT
junto con la bilirrubinemia. En nuestro modelo, se produce un incremento de la
actividad del enzima AST sin que varíe la de ALT. Es conocido que el enzima ALT
posee una mayor especificidad hepática, lo que indica que el incremento en la
actividad de AST, probablemente tenga su origen por el efecto en otros tejidos como
el músculo. Tampoco la concentración sérica de bilirrubina total se incrementa de
forma significativa ni alcanza valores por encima de los cuales existan
consecuencias clínicas, Esto pone de manifiesto que no hay signos bioquímicos que
pongan de manifiesto que se esté produciendo fallo hepático. Sin embargo, el
incremento significativo de la concentración de bilirrubina directa, de la actividad de
la fosfatasa alcalina, de LDH y de GGT sugieren se está produciendo un cuadro de
tipo obstructivo, De estos marcadores, la fosfatasa alcalina es el mejor indicador de
obstrucción biliar. Este proceso obstructivo que hemos observado en la sepsis es un
fenómeno frecuente en la sepsis clínica donde se produce un cuadro de colestasis
349
intrahepatica
• Citolisis. La sepsis produce un incremento de la concentración sérica de los iones
fosfato y potasio, ambos intracelulares, que se incrementan en procesos citoliticos.
Otro hecho que también tiene lugar en dichos procesos citolíticos y en nuestro
experimento, es el incremento de la actividad del enzima LDH. Estos hallazgos
pueden ser consecuencia directa del daño celular de la sepsis. Hay que considerar
que la concentración sérica de iones es dependiente de la función renal; si bien en
nuestro modelo experimental no existen evidencias analiticas de deterioro renal.
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• PARÁMETRO de HIPOPERFUSIÓN REGIONAL: Tonometriaw~ pCO2í - pCOn:
En la actualidad la medida del incremento pCO2~ - PCO2A se considera el parámetro
más adecuado como fluente de información del aporte de oxigeno que recibe el intestino.
Sin embargo, como se ha comentado extensamente en el apartado de introducción, la
validez del método parece estar cuestionada en algunos aspectos.
El aporte de oxígeno es directamente dependiente del grado de vascularización del
órgano considerado, de tal forma que si el flujo no es adecuado el torrente sanguíneo no
es capaz de transportar el dióxido de carbono generado por los tejidos350. Son muchos
los autores que han correlacionado el aumento de este incremento con descensos de
flujo351. Sin embargo, no tenemos conocimiento de que haya estudios que consideren las
diferencias existentes en el grado de vascularización entre diferentes segmentos
intestinales y como ésto puede influir en la lesión hipóxica de la sepsis. Por este motivo,
nuestro grupo decidió situar dos tonómetros en zonas con diferente grado de
vascularización y así evaluar si dichas diferencias tenían repercusión en el valor del
incremento pCO
2~ - PCO2A y si la hipoperfiasión tisular generada por la sepsis afecta a
cada uno de estos tramos de forma diferente.
En nuestro modelo de sepsis se ha producido un aumento significativo del
incremento pCO2, - PCO2A en dos tramos del tracto intestinal. Este hecho revela que en
ambas regiones del intestino la sepsis ha generado una acidosis importante que
correlaciona con el descenso de flujo observado en el lecho vascular mesentérico, Sin
embargo, el comportamiento es diferente en el íleon distal que en el yeyuno proximal.
Inicíalmente el íleon distal presentaba unos valores basales medios superiores a los del
yeyuno proximal. Esta observación es de suma trascendencia ya que se pone de
manifiesto que un valor de pCO2~ - PCO2A en un tramo del tracto gastrointestinal no es
extrapolable a otras regiones; es decir, parece ponerse de manifiesto que el valor de
pCO2¡ - PCO2A es consecuencia de un estado metabólico localizado. Esta diferencia
basal puede atribuirse a que ambos tramos presentan diferente grado de vascularización.
El íleon distal está menos irrigado y por lo tanto presenta una acidosis ligeramente
superior. A medida que evoluciona la sepsis las diferencias entre ambos tramos se
acentúan, siendo más acusado y más precoz el aumento de pCO21 - PCO2A en el íleon
distal. Este hecho refleja que las zonas con deficiente vascularización son más
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susceptibles a fenómenos de hipoxia y por lo tanto a la acidosis. Además del flujo, el
contenido de oxigeno sanguíneo también es fundamental para el mantenimiento de una
adecuada oxigenación (el aporte de oxigeno es producto del flujo y del contenido de
oxígeno). En nuestro modelo experimental se produce un incremento progresivo del
hematocrito, lo que implica aumento en la capacidad de transporte de oxigeno.
Teniendo en cuenta este hecho, el déficit de aporte de oxígeno en nuestro modelo se
debe a los descensos de flujo que provoca la sepsis y las diferencias en el grado de
vascularización entre ambos segmentos. Sin embargo, no se puede establecer una
relación única entre los flujos y el incremento de pCO21 - pCO2~ ya que existen factores
de tipo metabólico que pueden contribuir al incremento de pCO2 luminal,
A la vista de estos resultados, se plantea una importante cuestión de tipo
práctico: si el incremento pCO2I - PCO2A varía en función del grado de vascularización
del tramo intestinal ¿tiene aplicación clínica el empleo del tonómetro en los pacientes
críticos como indicador de hipoxia intestinal?. Como hemos podido observar en nuestro
modelo, la tonometría ha puesto de manifiesto la existencia de alteraciones que
generaban en ambos tramos acidosis; por lo tanto, la tonometria está proporcionando
información acerca de cambios que están teniendo lugar a nivel tisular. Sin embargo, el
hecho de que el diferente grado de vascularización produzca distinto grado de acidosis
refleja que los resultados obtenidos por un tonómetro localizado en un determinado
tramo, no es extrapolable al resto del tracto intestinal sino que tan solo aporta
información del grado de acidosis de una determinada región. Una posible opción seria
situar el tonómetro precisamente en aquellas regiones peor vascularizadas y por lo tanto
más susceptibles a la hipoxia, de este modo podemos conocer el momento preciso en el
que comienzan a producirse alteraciones que puedan finalmente comprometer la
funcionalidad del intestino,
• INDICADORES DE LA PRODUCCIÓN DE NO: RSNOs y nitratos y nitritos.
Muchos de los estudios realizados hasta el momento muestran una elevada
disparidad en cuanto a las concentraciones medias basales de nitratos y nitritos en
sangre en humanos (se han estimado concentraciones desde 3nM hasta 2OgMf2’52’353,
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Este hecho puede deberse fundamentalmente a variaciones en la ingesta. Por este
motivo hay autores que proponen como mejor opción la medida de nitrosotioles para
correlacionar los cambios hemodinámicos con la producción de óxido nítrico. Una de
las aportaciones importantes de este trabajo es que se pone de manifiesto la validez de
los RSNOs como indicadores de la producción de NO: correlacionan con los efectos
hemodinámicos y con los niveles de nitratos y nitritos en un modelo no influenciado por
la ingesta ya que se miden sus valores en un periodo corto de tiempo en el que el animal
no recibe aporte alimentario. No tenemos conocimiento de que existan trabajos previos
que hayan realizado la medida de este parámetro en la sepsis en animales de gran
tamaño como el cerdo; tan solo Stamler ha determinado su concentración en ratas donde
halló unas concentraciones del orden de 100 nM en las ratas control y 300 nM en las
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ratas sépticas . Nosotros en los cerdos hemos hallado unas concentraciones del orden
de 1,5 gM en los animales control y del orden de 4,5 l.tM en los animales sépticos.
También se ha medido la concentración de nitratos y nitritos como parámetros
estimadores de la producción total de NO, puesto que la variación que existe en cuatro
horas no puede atribuirse a la ingesta sino a la producción de óxido nitrico. Como es
obvio, las concentraciones halladas son muy superiores, ya que los RSNOs tan solo
representan una fracción del NO producido, mientras que los nitratos y nitritos son los
metabolitos finales. Debido a que la técnica de medida para determinar nitratos y
nitritos difiere en sensibilidad de la empleada para medir RSNOs, no podemos estimar
qué proporción del óxido nítrico generado forma dichos compuestos.
1.3) EXPRESIÓN INMUNOHISTOQUIMICA de LESIÓN MEDIADAPOR ONOO-
El descubrimiento del potencial papel citotóxico de los peroxinitritos,
consecuencia de la reacción del NO con el radical superóxido, ha hecho que el análisis
del daño mediado por este metabolito sea un factor de suma relevancia para el
conocimiento de la patogénesis de diversos procesos inflamatorios donde está
involucrado el NO. En estos últimos años, desde Beckman’38 y colaboradores
desarrollaron el método inmunohistoquimico para la detección de nitrotirosina como
expresión del daño mediado por ONOO’, han sido muchos los estudios que han puesto
de manifiesto que existe esta lesión en numerosos procesos inflamatorios
principalmente de tipo crónico354, Sin embargo, hasta el momento no se ha realizado un
estudio del efecto de los peroxinitritos en un modelo de sepsis aguda. El análisis
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inmunohistoquimico de nuestro experimento muestra que la sepsis es capaz de producir
en un periodo de tan solo cuatro horas un incremento importante en el grado de tinción
para la nitrotirosina en diversos tipos celulares del intestino.
El incremento en la nitración de tirosina en la sepsis era un fenómeno
predecible, ya que los mediadores de inflamación cuya liberación es estimulada por
endotoxina favorecen la formación del radical superóxido. También se ha especulado
con la posibilidad de que la propia inducción de la NOS en condiciones de bajo
contenido celular de L-arginina sea capaz de producir O& ~ Estas fuentes de radical
superóxido junto con la inducción de la síntesis de NO que tiene lugar en la sepsis (se
comprueba en el incremento de RSNOs y nitratos y nitritos), hace que se formen
ONOO’ y por lo tanto nitración de tirosina.
En el apartado de introducción se han comentado ampliamente las consecuencias
del daño mediado por 01400’, éstas se engloban en dos fundamentales: lesión oxidativa
tisular y depleción energética por activación de la PAR5354.
* Intestino delgado.
Hemos hallado incremento significativo de la expresión inmunohistoquimica de
nitrotirosina en animales sépticos. Kennedy355 ha comprobado que los peroxinitritos y
no el NO son los responsables del incremento de permeabilidad transepitelial
induciendo la ruptura de las cadenas de DNA que conllevan a la depleción de ATP. Si
verdaderamente los ONOO’ alteran la permeabilidad intestinal, este hecho refleja que en
los animales sépticos se está produciendo esta alteración. Estos efectos son coherentes
con los cambios bioquímicos que hemos observado, ya que el incremento de la
diferencia pCO
28 - pCO2~ revela una acidosis importante que a su vez es reflejo del
descenso de flujo en la mucosa o bien de la disminución de la demanda crítica de
oxígeno. Por otra parte, parámetros de tipo sístemico como la hiperlactatemia e
hipertrigliceridemia, ponen de manifiesto que se está produciendo un importante gasto
energético que causa daño celular.
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* Músculo liso vascular.
La sepsis ha producido un intenso incremento de la inmunoreactividad a la
nitrotirosina en el músculo liso de numerosas arterias. La disfunción endotelial y la
alteración de la función del músculo liso, probablemente sean las características más
relevantes de la sepsis en cuanto a sus consecuencias hemodinámicas338, Esta lesión
parece estar mediada por ONOO’ que causan inhibición de los movimientos de actina a
través de la nitración de tirosina Esta nitración de tirosina se ha evidenciado en nuestro
modelo, Los 0N00452 causan vasodilatación por incremento de GMPc lo que
contribuye a la hipotensión séptica. Además de estas alteraciones, los ONOO’ causan
también depleción energética en las células endoteliales contribuyendo a su disfunción.
Nuestro trabajo apoya este hecho al comproba¿rse que existe relación entre el incremento
de la expresión de nitrotirosina en el músculo liso vascular y el deterioro hemodinámico
de los animales sépticos. El hallazgo de lesión mediada por ONOO’ en un periodo de
tiempo de cuatro horas, pone de manifiesto la importancia que cobra el stress nitrosativo
en la patología séptica.
* Pulmón.
En la actualidad se desconocen los mecanismos y los factores que afectan a la
actividad de moléculas como 0<, 0N00, N0 y GSNO en respuesta a perturbaciones
redox en el alvéolo pulmonar. El que la acción de una especie predomine sobre la otra
parece depender del grado de producción que exista y del tipo celular donde actúen. Un
trabajo realizado por Clerch sugiere que moléculas como 02 y N& actúan como
sensores quimicos siendo éste uno de los componentes de las bases moleculares del
reconocimiento redox356. Mientras la reacción de N0 con tioles parece relativamente
favorable, el producto de su reacción con 02 (ONOO’) es altamente reactivo. Stamler
puso de manifiesto que el stress oxidativo está asociado con depleción de GSH sin que
se produzca incremento de disulfuros; este hecho puede explicarse por la formación de
GSNO que ha sido identificado en las vías aéreas. GSNO puede reaccionar con los
tioles de las proteínas G transducciendo la una sobreexpresión de superóxido dismutasa
(MnSOD) como mecanismo de defensa frente al stress oxidativo. Estos mecanismos
propuestos por Clerch y Stamler hacen que la reserva de GSH en el alvéolo pulmonar
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sea una pieza clave en la respuesta frente al stress oxidativo.
El hecho de que en nuestro modelo no hayamos observado tinción positiva en
ninguno de los animales puede deberse a los mecanismos de defensa del pulmón frente
al stress oxidativo, ya mencionados. Efectivamente, si el GSH presente en el pulmón
reacciona con el NO que genera la sepsis formando GSNO, se impide la formación de
peroxinitritos. La demostración de este hecho confiere al GSH un papel regulador del
daño mediado por ONOO’ en el pulmón, donde los peroxinitritos producen alteraciones
en el surfactante pulmonar por oxidación’52, lo que puede provocar alteraciones en el
intercambio gaseoso pulmonar. Esta alteración en el intercambio gaseoso es evidente en
nuestro modelo de sepsis donde existe daño pulmonar.
Además de la lesión oxidativa tisular y la depleción energética celular, la
producción de peroxinitritos puede conllevar reacciones de nitrosación de proteínas
estructurales y funcionales, Las consecuencias fisiopatológicas de la nitración de
tirosina en la sepsis aún no están dilucidadas. Se ha relacionado la nitrosación de
proteínas con el déficit de contractilidad’52 y se piensa que la nitración es capaz de
originar la pérdida de flincionalidad proteica, incluso inhibición enzimática.
Recientemente se está comenzando a manejar por parte de investigadores básicos el
concepto de “stress nitrosativo”357 aludiendo a al fenómeno de las consecuencias de un
incremento en los procesos de nitración. Este concepto no se aplica aún en la práctica
clínica, pero sin duda se extenderá próximamente, debido a que estas alteraciones
bioquimicas tienen lugar en numerosas patologías de carácter inflamatorio y como ha
demostrado nuestro experimento, también en el shock séptico.
Otra de las aportaciones de nuestro trabajo, es que pone de manifiesto que el
daño mediado por ONOO’, evidenciado a través del incremento de nitrotirosina, sucede
de una manera más precoz que la lesión isquémica tisular detectada por métodos
histológicos convencionales, Este hecho puede tener relevancia en el diagnóstico de
lesión orgánica en el enfermo séptico, ya que muestra que el epitelio intestinal, aunque
no posea signos histológicos de isquemia, está sometido a un stress que posiblemente
repercuta negativamente en su funcionalidad ya que los ONOO entre otras acciones,
alteran la permeabilidad intestinal355. Por lo tanto, en función de lo observado en
nuestro modelo, la determinación inmunohistoquimica de nitrotirosina además de
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ayudar a explicar la patología séptica, puede ser clínicamente útil ya que aporta
información sobre una alteración que afecta a la flincionalidad orgánica no detectable
por métodos histológicos convencionales.
Después del análisis de los resultados obtenidos en cuanto a fisiopatología de la
sepsis; se puede afirmar que el modelo empleado, además de reproducir muchas de las
alteraciones propias de la sepsis ya descritas con anterioridad, aporta datos de suma
relevancia:
• El hallazgo de que el incremento pCO2i - PCO2Á se comporte de
modo diferente en función del segmento intestinal estudiado,
puede atribuirse a que ambos presentan un grado de
vascularización diferente.
• El hecho de que los RSNOs, se incrementen en un proceso de
sepsis aguda implica dos importantes aspectos:
— por su actividad vasoactiva probablemente estén
contribuyendo al deterioro de la función vascular y además,
— pueden ser utilizados como estimadores de la producción de
NO.
• La sepsis aguda produce intensas lesiones mediadas por 0N00
lo que puede originar estrategias terapéuticas destinadas a paliar
ese daño, Por otra parte, revela lesiones no detectables por las
tinciones histológicas convencionales comúnmente aplicadas en
las Unidades de Cuidados Intensivos,
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2. EFECTOS DE LA HEMOGLOBINA
A) ACCIONES SISTÉMICAS:
• Acción sobre la presión arterial media
Los efectos que produce la Hb en nuestro experimento sobre la PAM, tanto en
animales no sépticos como en los animales sépticos, son comparables en su mayoría a
los observados por otros investigadores, si bien nuestro trabajo revela efectos
indeseables de la lib no descritos hasta ahora.
Los primeros estudios realizados sobre la lib como resucitador vascular en el
shock endotóxico aportaban resultados favorables con respecto a otros resucitadores
convencionales del shock como la albúmina285, Aranaow realizó un experimento en un
modelo de sepsis porcina en el cual se administraba a uno de los grupos una infusión de
Hb a los 30’ del estímulo séptico. Se observó en un comienzo, que tanto el grupo que
recibía Hb como el que recibía dextrano, experimentaban un descenso de la PAM,
probablemente el producido por la sepsis. Posteriormente, a partir del minuto 90 el
grupo que recibe Hb incrementa su PAM de un modo significativamente diferente a
aquel que no, es decir atenuaba la hipotensión séptica de un modo más eficaz. Haciendo
un análisis detallado de sus datos, se puede observar que después del minuto 180, el
efecto resucitador no se diferencia al del grupo que recibe dextrano, Los autores
hipotetizan que esta actividad puede estar relacionada, además de otros mecanismos,
con la capacidad de la Hb para captar e inactivar NO. De acuerdo con los hallazgos
observados en el experimento de Aranow no se puede concluir este supuesto ya que se
observa un efecto hipertensor superior al del dextrano desde el minuto 90, momento en
el que no puede asegurarse que esté inducida la producción de NO extraendotelial.
Además, la Hb no parece presentar ventajas sobre el dextrano en los momentos en los
que existe una hiperproducción de NO (aproximadamente a partir de los 180 minutos
desde la inducción séptica). Por lo tanto, según los datos obtenidos por este grupo, la Hb
no parece presentar ventajas reales sobre la solución de dextrano, como resucitador del
shock, ya que en el intervalo de tiempo inicial donde se observa una cierta diferencia, en
la práctica clínica en pocas ocasiones se comienza una intervención terapéutica a los 30’
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de la inducción séptica, cuando aún no son evidentes las consecuencias hemodinámicas
de la sepsis.
La administración de Hb en nuestro experimento se ha realizado una vez que las
manifestaciones clínicas de disregulación vascular por hiperproducción de NO eran
evidentes, lo que implica una situación clinica más real. Hemos observado efecto
hipertensivo en el grupo séptico en el cual se recobran valores basales de PAM, no
ejerciendo este efecto en los animales control (normotensos y con concentraciones de
nitrosotioles, nitratos y nitritos inferiores a las del grupo séptico), donde el incremento
que se produce es muy leve. Por lo tanto en nuestro experimento se ve reforzado el
supuesto de que la Hb ejerce su efecto hipertensor captando NO ya que se compara el
efecto que produce la Hb en un estado de “no sepsis” en el que no existe
hiperproducción de NO, y en animales sépticos en los cuales su producción está
incrementada generando hipotensión severa.
• Acción sobre la RIP
Uno de los efectos adversos de la Hb más relevante es el intenso incremento que
provoca sobre la PAP. Otros autores han reportado también este efecto de la Hb;
Hone358 halló incrementos de la PAP (junto con incremento de la PAM, la RVS y
descenso del IC) en un modelo en el cual una Hb modificada era administrada durante
24 horas. Este hecho implica que la Hb puede agudizar el fallo pulmonar que tiene lugar
en la sepsis.
• Efectos sobre el JC
El descenso de IC producido por la Hb en nuestro experimento ha sido
igualmente descrito en otros modelos similares al nuestro359, al igual que en voluntarios
360
sanos
En vista de este perfil hemodinámico (tPAM, tPAP, 4-1(2, tRVS ) y el hecho
de que la administración de Hb en pacientes con shock séptico conlíeva como resultado
la reducción de dosis de norepinefitina sin cambios en la PAM y PAP con descenso del
3581(2 y de la RVM ; se plantea la siguiente cuestión:
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¿Es mejor la lib que los inhibidores de la NOS en el tratamiento del shock séptico?. En
un modelo se sepsis crónica inducido con endotoxina de Salmonella typhi observaron
que la Hb conllevaba un descenso más leve del 1(2 y un menor incremento de la RVS,
aunque presentaba un efecto hipertensor inferior al de LNAME (L-nitro-
argininmetilester)361. Algunos autores han observado que el efecto vasopresor de la Hb
va acompañado de evidencias indirectas de mejoría en la perfusión tisular en un modelo
de shock hemorrágico comparado con los tratamientos resucitadores convencionales285,
Por el contrario, como vamos a discutir a continuación, en nuestro modelo de sepsis la
perfusión tisular parece empeorar.
5) EFECTOS HEMODINÁMICOS REGIONALES
• Acción sobre losflujos regionales
El efecto sobre los flujos regionales fue hipotetizado por Aranaow362 que
propuso el déficit en la perfusión hepática como mecanismo para justificar el
incremento que produce la Hb sobre parámetros bioquímicos como la bilirrubina y
fosfatasa alcalina. Este supuesto no es plenamente demostrable a través de dichos
parámetros, ya que por una parte la bilirrubina podría estar elevada como consecuencia
de la metabolización de la Hb administrada; y por otra parte, los autores no especifican
si han considerado que la Hb administrada, por lo tanto circulante y presente en plasma,
produce interferencias analíticas en métodos espectrofotométricos (tanto en la
determinación de BT, como en la fostatasa alcalina), lo que puede dar lugar a valores
artefactualmente alterados [por este motivo, en nuestro trabajo no han sido realizadas
estas medidas, ya que la presencia de Hb en el suero produce interferencias en el
método analítico empleado]363. Otros autores verificaban que el tratamiento con Hb
producía un incremento tardío en la pCO2 y un descenso pronunciado de la P02, así
como una acidosis importante, lo que sugiere que las anormalidades en la perfusión han
sido exacerbadas por la HbcROwI~Y.2?3, Estos argumentos hacían imprescindible la
monitorización de flujos regionales para evaluar y verificar este posible efecto.
En un estudio posterior del autor Aranaow’285 se administran dosis bajas de
hemoglobina (150 mg¡kg) y se realizan medidas del flujo mesentérico y del flujo de la
mucosa ileal. Aranaow y colaboradores no hallan diferencias significativas en el flujo
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mesentérico para la dosis administrada, El trabajo de Aranaow reporta descensos de
flujo en la mucosa ileal. Los autores sostienen que la Hb administrada a estas dosis
puede ser terapéuticamente útil ya que no presenta el efecto indeseable del descenso de
flujo a nivel mesentérico. Este supuesto lo reiteran en otro trabajo en el que no aprecian
descenso del flujo renal, ni del flujo mesentérico285. Tampoco observan incrementos de
la RVS. Por el contrario, en nuestro experimento se producen descensos importantes en
el flujo de la arteria mesentérica incluso para una dosificación de 100 mg/kg en el caso
de animales control, Este hecho pone de manifiesto que la Hb capta el NO producido
por la eNOS, puesto que en el grupo control la iNOS no está expresada, lo que puede
tener consecuencias perjudiciales sobre la regulación del flujo tisular. Nosotros
observamos un importante incremento de la resistencia vascular sistémica, pero además
observamos que este incremento de la resistencia vascular se produce también el lecho
vascular esplácnico, donde la lib acentúa el incremento que produce la sepsis en la
resistencia vascular mesentérica estimada.
El efecto producido por la lib sobre los flujos regionales podría compararse con
el observado para otros inhibidores no selectivos de la NOS. Personas afectadas de
shock séptico tratadas con L-NMMA recuperaban valores de PAM normales y
mejoraban la resistencia vascular sistémica364’338, pero a pesar estos efectos
hemodinámicos beneficiosos, existen pocos datos que avalen que estos agentes
farmacológicos mejoren la función orgánica o la supervivencia, lo que probablemente
implique que no tienen el mismo efecto beneficioso sobre lechos vasculares regionales.
Una aportación importante de nuestro estudio en lo referente a la acción de la Hb
en los flujos regionales, es que se pone de manifiesto que el comportamiento de la lib
difiere en los animales sépticos con respecto a los controles en algunos aspectos. En los
animales control, el descenso de flujo se produce a partir de la primera dosis
administrada y sin embargo, en la sepsis este efecto es significativo a partir de dosis
muy superiores. La explicación de este efecto puede hallarse en el hecho de que al estar
los tejidos de los animales sépticos deficientemente irrigados, por lo tanto hipoxémicos,
parte de la lib administrada se transforma alostéricamente en su forma T produciendo
liberación del NO365 que se hallaba unido a los grupos -SH, lo que le confiere menor
capacidad vasoconstrictora. Realmente, el comportamiento en los animales sépticos es
como si, además de administrar lib libre, estuviéramos aportando nitroso-lib ya que el
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NO producido por la sepsis rápidamente reacciona con la lib. Probablemente por este
motivo estamos observando un comportamiento diferente; Stamler comprobó que la
nitroso-Hb presentaba un comportamiento vasoconstrictor igual que la lib libre salvo en
365tejidos isquémicos, donde la nitroso-lib no producía dicha vasoconstnccíon . Es
probable que esta sea la causa de que nosotros no observamos un efecto vasoconstrictor
tan potente en lecho esplácnico de los animales sépticos donde la sepsis puede producir
hipoxia en estos tejidos. Posiblemente, gran parte de la lib circulante en dicho lecho
vascular se encuentre en forma de nitrosolib de tal forma que el efecto vasoconstrictor
sea menor, De hecho, la Hb parece ejercer cierto efecto regulador en la redistribución de
flujo en la sepsis, donde se observa que la Hb es capaz de mantener una distribución del
flujo constante lo que confirma el papel regulador de la lib en las acciones mediadas
por el NO. Además, como puede observarse en la figura R37, la lib parece incrementar
la RVM de una forma más pronunciada en el grupo control que en el séptico, si bien
esta diferencia no parece ser significativa. Esta hipótesis de que la lib sea una molécula
capaz de liberar NO en determinadas condiciones fisiológicas se ve reforzada por el
hallazgo de que la lib produce un incremento en la nitrotirosina en el intestino, lo que
indirectamente implica lesión mediada por NO; es decir de alguna manera la lib parece
aportar NO a los tejidos. El hecho de que el efecto neto final sea vasoconstricción en
ambos casos (sépticos y controles), concuerda con el efecto observado por Stamler de
que ambas tipos de lib, la libre y nitrosolib poseen capacidad vasoconstrictora,
Todavía existen incógnitas en el mecanismo de acción de la lib, ya que si se
verifica que la hipoxia produce un cambio conformacional que implica la liberación de
NO, ¿porqué el efecto neto de la lib es siempre vasoconstricción a pesar de la liberación
de NO en los tejidos?. Este hecho puede deberse a varias razones:
• La lib en nuestro modelo era administrada de un modo constante y con una
dosificación creciente, lo que hace posible que aunque parte de la lib cambie de
estado conformacional favoreciendo la donación de NO, probablemente una gran
porcentaje no sufriera este cambio conformacional originando vasoconstricción
mediante captación de NO. De esta forma se estaría produciendo de modo
simultáneo los dos procesos: parte del NO es captado por la lib que no sufre cambio
conformacional y a la vez, la fracción de lib que cambia de conformación libere
NO.
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• También es posible que aún cuando la lib administrada sufra cambios
conformacionales liberando NO de los grupos tiol; simultáneamente, el grupo hemo
capte NO manteniendo así el efecto vasoconstrictor de la lib.
Además de las consideraciones realizadas, el hipotético tratamiento clínico del
paciente séptico mediante administración de lib tendría lugar de un modo más
prolongado que en el experimento. Esto supone un incremento paulatino de la
concentración plasmática de lib debido a su lenta eliminación renal, pudiendo originar
los efectos indeseables sobre el flujo observados por nuestro grupo para dosis más
elevadas, Por lo tanto, sería conveniente ajustar la dosis dependiendo de la función renal
del paciente.
Después del hallazgo de Stamler sobre la regulación alostérica de la interacción
lib-NO, se ha especulado sobre la posibilidad de que la administración de SNO-Hb en
vez de Hb libre solucionaría muchos de los inconvenientes de las soluciones de lib. Esta
hipótesis se basa en que la SNO-lib produce vasoconstricción igual que la lib salvo en
tejidos isquémicos donde probablemente la SNO-lib libere NO lo que implicada mejora
en la perfusión de tejidos isquémicos. Esta estrategia resucitadora no ha sido probada
aún en la actualidad ni en el shock séptico ni en otros tipos de shock pero seguramente
estudios posteriores revelarán si es adecuada o no.
C) LA Mb PROVOCA LESIÓN por PEROXINITRITOS en ANIMALES CONTROL
Un hallazgo inédito de nuestro experimento es que la lib produce un incremento
significativo de la formación de nitrotirosina en diversas localizaciones del tejido
intestinal, Esta acción es aparentemente paradójica, ya que si la lib principalmente actúa
captando NO, lo esperable sería el efecto contrario: que la lib disminuyera la lesión
mediada por 0N00, al igual que lo hacen inhibidores de la síntesis de NO. Sin
embargo, la lib no parece actuar así.
Nuestro grupo propone la siguiente hipótesis para explicar este hecho (Ver
Figura Dl). (2omo ya hemos visto anteriormente, la formación de ONOU requiere la
existencia de dos especies:
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•
— Puede proceder de del propio proceso isquémico provocado por la lib, ya
que la hipoxia genera un importante gasto energético que conlíeva consumo
de 02 con formación de 02’ 366
— La administración de lib parece generar radicales libres entre ellos Ot el
grupo hemo puede reducir el oxigeno molecular originando la formación de
02’ 367
• NO: Según la hipótesis de regulación alostérica de la unión lib-NO propuesta por
Stamler, la lib cuando llega a los tejido sufre un cambio conformacional (de R a T)
que conlíeva la liberación de NO¶
La presencia de estas dos especies conlíeva la formación de 0N00, lo que justifica la
tinción de nitrotirosina hallada.
SANGRE ARTERIAL
NO’ .~ Hb[R]u
nitr9solib (tÓ/0)Vasoconstijejón Nifr~~WN ~
TEJIDOS
(tV0) [TJ
ISQUEMIA
02t . + NQ ~ . ONOÚ
Nitro-tirosina
Ffr Dl.- Metanisnio propuesto para lustificár in formación de nitrotlroslna en animnies control tratados
con lib. El 0’ generaras ax proc~os de Ixipoxia y diredamente de la Eh. El N0 puede ser Uherado por la Eh a
los tejidos según ia reguiación alotérica propuesta por Stamier.
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Otra posibilidad es que el anión superóxido sea capaz de reaccionar con el óxido
nítrico aun cuando éste se halle unido a la Hb por el grupo hemo originando la
formación de ONOOL Por otra parte, parece que le daño oxidativo mediado por
peroxinitritos es dependiente de la ratio NO y superóxido; de tal forma que el exceso de
NO parece reducir los procesos oxidativos inducidos por peroxinitritos368. En el grupo
que recibe lib probablemente se esté produciendo el fenómeno contrano: un exceso de
especies reactivas de oxigeno debido a la isquemia frente a una pequeña proporción de
NO. La lib al producir hipoxia por vasoconstricción induce la formación de especies
oxidantes y a la vez capta el NO circulante; esta relación inversa puede propiciar la
lesión mediada por peroxinitritos.
Otro factor que sin duda repercute en la capacidad formadora de nitrotirosina de
la lib, es el hecho de que al administrar Hb de modo exógeno provocamos un
desequilibrio en la proporción fisiológica de Hb-GSli. En estado fisiológico normal, la
lib dona NO en los tejidos253, que puede reaccionar con el GSH eritrocitario formando
GSNO con actividad vasodilatadora favoreciendo la irrigación tisular. Además, el GSH
es captador y neutralizador de peroxinitritos. Al existir GSH en el medio en condiciones
basales, la formación de nitrotirosina es inapreciable como se observa en las muestras
extraídas antes de la intervención quirúrgica. El desequilibrio en la proporción Hb-GSH,
probablemente favorezca que los tejidos sean más susceptibles a la formación de
nitrotirosina. La verificación de este supuesto corroboraría la influencia del stress
oxidativo en las acciones del óxido nítrico en el shock séptico.
Sin embargo, estos mecanismos no explican todos los efectos observados. En
nuestro modelo, la lib mejora el daño mediado por ONOO~ en la sepsis lo que se
justificaría bajo la hipótesis de que la lib actuara captando NO del medio e impidiendo
que éste reaccionara con otras especies. Esto se contrapone al efecto observado en el
grupo control, lo que indica que aún existen muchos factores desconocidos que pueden
influir en el efecto de la lib sobre la lesión mediada por ONOOL
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Una vez analizadas estas cuestiones, podemos hacer las siguientes
consideraciones:
LA MB COMO RESUCITADOR DEL SHOCK:
• Los aspectos hemodinámicos sistémicos podrían avalar cierta acción ¡
¡ hemodinámica beneficiosa (tPAM, tRVS y 4-1(2). Sin embargo, produce un
importante incremento de la PAP.
• Según lo observado en nuestro modelo, la lib empeora considerablemente
los flujos del lecho esplácnico.
• La lib produce daño mediado por ONOO~ lo que implica una importante
¡ lesión oxidativa que puede comprometer la funcionalidad de ciertas
¡ proteínas y por lo tanto originar lesión en determinados órganos.
EN CUANTO AL MECANISMO DE ACCIÓN DE LA HB:
• Nuestros datos confirman que el efecto vasoconstrictor de la lib se debe
fundamentalmente a su capacidad de interaccionar con el NO.
• La formación de nitrotirosina causada por la Hb, revela que de algún modo
la Hb libera NO o permite que éste reaccione con otras especies. Este hecho
apoya la tesis de Stamler de que la lib ejerce un papel regulador sobre la
distribución de NO y no se comporta como mero captador de éste.
243
DISCUSIÓN
3. EFECTOS VASCULARES del GSH
A) El GSH y las reacciones de transn¡trosación con Hb.
El GSli ha sido administrado en nuestro experimento con la finalidad de
demostrar interacción entre el GSli y la Hb como molécula clave en la modulación de la
fisiología del NO. Los resultados obtenidos, detallados previamente, pueden sintetizarse
en lo siguiente:
* Incremento de los flujos de la arteria mesentérica y vena porta superando incluso la
reducción de flujo producida por la lib administrada.
* Aumento leve del flujo de arteria mesentérica y vena porta en animales sépticos.
4 Reducción notable de la resistencia vascular mesentérica que estaba incrementada en
los animales tratados con lib (tanto controles, como sépticos) y en animales sépticos sin
tratamiento,
El análisis global de la acción del glutation muestra que éste revierte los efectos
vasculares de la lib sobre la circulación regional, no ejerciendo ningún efecto aparente
sobre su actividad sistémica para la dosificación de un bolo de lg. Esta reversión de los
efectos de la Hb pone de manifiesto que el glutation es una molécula capaz de competir
con la lib por el NO presumiblemente a través de un equilibrio competitivo entre los
grupos tiol de las cisteinas de la lib y el GSli, dando lugar a la formación de GSNO. Sin
embargo, el hecho de que este efecto se manifieste solamente a nivel regional no parece
tener una justificación clara a priori. (2on los datos que se conocen en la actualidad a
cerca de la bioquímica del óxido nítrico, se pueden proponer fundamentalmente dos
mecanismos para justificar esta regionalidad:
“Sitios diana” para los RSNOs de BPM.
El OSNO es un RSNOs de RPM que posee los efectos vasculares propios de
moléculas de su grupo (vasodilatación, disminución de la resistencia vascular...). En
cuanto a las bases moleculares del mecanismo de acción de este tipo de moléculas,
existen indicios de la existencia de receptores específicos “sitios diana” para los RSNOs
a través de los cuales pueden ejercer su actividad. Trabajos realizados iii vitro por
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Mathews230 revelan que el efecto vasodilatador de los RSNOs no está relacionado con
su estabilidad química lo que apunta a la existencia de una interacción específica con un
receptor Estos autores postulan que existen múltiples “sitios diana” distribuidos de
forma heterogénea de tal modo que es posible que existan RSNOs que posean afinidad
por un determinado órgano o tejido diana donde se ejerza su acción a través de estos
receptores. Un trabajo realizado por Davison369 sugiere que existen “sitios”
estereoselectivos de reconocimiento de RSNOs puesto que se observan diferentes
efectos hemodinámicos para los estereoisómeros L y D de 5-nitrosocisteina, Estos
autores proponen que las acciones biológicas de los RSNOs pueden implicar la
transnitrosación de aminoácidos plasmáticos y de proteínas que componen las
membranas celulares. Según estos resultados obtenidos parece evidenciarse que los
receptores de nitrosotioles asociados a membrana pueden existir en el sistema
cardiovascular y el arco baroreflejo. Estos hallazgos corroboran otros estudios
realizados por el mismo grupo en los que hallaban que el isómero L del compuesto 5-
nitroso-13-13-dimetilcisteína tiene un poder vasodilatador muy superior al mostrado por el
isómero D370. Los resultados obtenidos en nuestro experimento corresponden con los
que cabría esperar bajo esta hipótesis, ya que la reversibilidad del efecto de la Hb a
través de la formación de OSNO ha se ha demostrado con un efecto vasodilatador en el
lecho vascular esplácnico. A pesar de este efecto, no se puede afirmar a partir de estos
datos que exista selectividad orgánica del OSNO, ya que el efecto regional observado
puede verse modificado por múltiples factores como la dosis administrada, la pO2, el
grado de disflinción endotelial del vaso considerado etc.
La existencia de receptores específicos para los RSNOs está aún por demostrar,
en la actualidad no ha sido identificado ninguno de ellos. La confirmación de esta
“selectividad de lecho vascular” para diferentes RSNOs seria de extraordinaria
relevancia en la patología séptica donde existe alteración en la distribución del volumen
circulante como se ha verificado en nuestro modelo de shock. Esta disregulación
implica que existan órganos deficientemente irrigados lo que indudablemente conlíeva a
alteraciones metabólicas a nivel celular que conducen al desarrollo del fallo
multiorgánico. La posibilidad de que existan sustancias capaces de mantener el flujo en
tejidos especialmente sensibles a la isquemia como el intestino sin potenciar el efecto
hipotensor sistémico (como hemos visto en los efectos del GSli) hace que
determinados RSNOs tengan un importante potencial como terapia que descienda el
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daño orgánico por isquemia.
2.- Influencia del gradiente fisiológico de oxígeno
Otra posible hipótesis es que la interacción del GSR con la lib sea dependiente
de la conformación de ésta y del grado de oxigenación de cada tejido.
El aporte de oxígeno a los tejidos es función del contenido sanguíneo de oxígeno
y del flujo371. El contenido de oxígeno es ampliamente dependiente de la Hb que sufre
transiciones alostéricas en el pulmón y en la microcirculación que promueven el
ligamiento y la liberación de 02372. El flujo regional está regulado por los
requerimientos metabólicos tisulares: el flujo se incrementa por hipoxia y desciende
cuando el aporte de oxígeno supera la demanda373. Se piensa que estas respuestas
fisiológicas clásicas están parcialmente mediadas por cambios en los niveles de NO
endotelial. Este planteamiento clásico presenta algunos problemas. Primero, no está
374
claro porqué el oxígeno se pierde al torrente sanguíneo antes de alcanzar los tejidos y
segundo, los hematíes parecen oponer su propio 02 a la función de aporte ya que
específicamente la lib reduce el flujo sanguíneo y aborta la vasodilatación hipóxica
secuestrando NO en las arteriolas terminales375,
El reciente hallazgo realizado por Stamler sobre la regulación alostérica de la
interacción del NO con la lib ha supuesto una revolución de enorme trascendencia en el
conocimiento de la fisiología del óxido nítrico. Según la regulación expuesta por
Stamler, la transición alostérica de la Hb de la configuración R (oxiHb) a T (deoxiHb)
controla la reactividad de los grupos cisteína ¡393 que pueden reaccionar con NO o
R5N0253. Estos autores proponen que el NO puede ser liberado de los grupos tiol en
condiciones de bajo PO2 , basándose en que la afinidad por RSNO es elevada para la
estructura R y baja para la estructura T. Estudios previos realizados con Hb y SNO-lib,
predominantemente en su conformación R, mostraban que ambos producían contracción
de los vasos229, ya que en ambos casos la Hb era capaz de secuestrar el NO también en
el grupo hemo inactivando su acción, Sin embargo, en tejidos hipóxicos, este estado
favorecía la transformación a la estructura T y el efecto que se observaba era que la lib
producía vasoconstricción mientras que la nitrosohemoglobina no, Esta dependencia
del estado de oxigenación en la capacidad de la SNO-IIb para liberar NO en estados de
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baja oxigenación podrían explicar el porqué nosotros solo hemos observado que el GSH
era capaz de revertir los efectos de la lib a nivel regional.
La lib administrada era fundamentalmente del tipo R (oxigenada puesto que su
manipulación se realizaba en condiciones ambientales 21% 02). En este estado, los
grupos tiol de los residuos de cisteina de la lib no se hallan, según lo expuesto por
Stamler, accesibles al contacto con el disolvente, de tal forma que es poco probable que
en este estado el GSli sea capaz de revertir los efectos vasoconstrictores de la Hb ya que
no es posible que tengan lugar reacciones de transnitrosación para formar OSNO. Sin
embargo, en el lecho vascular esplácnico, donde la lib había producido un importante
descenso del flujo y la hipoxia generada era grave, el GSJTI sí es capaz de producir
relajación contrarrestando por completo la acción de la lib. En las condiciones que
presentaba el lecho vascular esplácnico en ese momento, parece obvio que la
conformación de la lib cambiara a T, de tal forma que los grupos -SNO estarían en la
superficie externa de la Hb permitiendo la liberación de NO y las reacciones de
transnitrosación con el GSH. Esta relación con la PO2 la ha verificado Stamler a través
del siguiente método: el GSli potencia los efectos de la SNO-lib de una forma
inversamente proporcional a la PO2. Nosotros hemos observado que el GSH revierte las
acciones de la Hb también de un modo inversamente proporcional a la PO2, lo cual
corrobora el mismo concepto de Stamler por otro método diferente.
El GSH actúa reviniendo los efectos de la Hb en el flujo de la arteria
mesentérica y vena porta; incluso el incremento de flujo en los animales sépticos es
superior al correspondiente en ese periodo a los animales que no recibían lib. Este
hecho indica que el GSJI además de interaccionar con la Hb, es posible que actúe a
través de reacciones de transnitrosación con otros RSNOs como la nitrosoalbúmina, si
bien estas interacciones parecen ser minoritarias. De hecho en los animales sépticos,
donde existe un incremento de los RSNOs, se observa un leve incremento de flujo con
la administración de GSH lo que posiblemente tenga lugar a través de estas reacciones.
Los resultados obtenidos por nuestro grupo son concordantes con los
mecanismos propuestos por Stamler y aportan la confirmación de que estas reacciones
están implicadas en una patología concreta como es el shock séptico y en un lecho
vascular como el esplácnico. Por lo tanto, parece confirmase que la SNO-lib es capaz
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de “sensar” la p02 tisular y entonces utiliza la transición alostérica para controlar el tono
vascular, Sin embargo, si el aporte de oxígeno excede la demanda, SNO-Hib retiene el
grupo NO manteniendo la estructura R con el efecto neto de reducir el flujo
concordando con la demanda, Por lo tanto, la SNO-lib contribuye a la respuesta clásica
fisiológica de vasodilatación hipóxica y vasoconstricción hiperóxica.
Parece evidenciarse por lo tanto la influencia del gradiente de oxígeno y los
cambios conformacionales de la lib en las interacciones lib-NO. En otro estudio
realizado por Gow~ se muestra además, que dichos cambios conformacionales
dependientes del gradiente de oxígeno, están influenciados por el ratio NO:Hb. Gow
comprobó que al someter una solución de deoxihemoglobina, donde el ratio NO:lib era
similar al fisiológico (1:100), a un burbujeo continuo de aire, una fracción significativa
de Hb(FeII)NO era transformada a SNO-lib. Es decir, aproximadamente el 70-80% del
NO unido al grupo hemo, se unía a los grupos tiol, Sin embargo, cuando el ratio NO:lib
se incrementaba a 1:1, la formación de SNO descendía a cero. Una vez que la
concentración de NO excedía dos veces la de la lib, de nuevo volvía a formarse SNO-
Hb alcanzando un máximo del 4% del NO añadido, En nuestras condiciones
experimentales, la proporción es claramente inferior a la fisiológica, ya que al
administrar lib a dosis muy elevadas, estamos forzando una proporción NO:Hb <1:100,
incluso en los animales sépticos. Si se cumple in vivo el hecho de que una baja
proporción NO:lib conlíeva un mayor porcentaje de NO unido a grupos tiol, en nuestro
experimento cabria esperar un porcentaje muy elevado de dichos enlaces SNO.
Efectivamente, nosotros observamos que el GSH revierte completamente la acción
vasoconstrictora de la lib lo que revela que en nuestro caso, el NO que está unido a la
Hb se halla en los grupos tiol.
No hay que olvidar por último, que la técnica empleada para medir el gasto
cardiaco conlíeva un cierto tiempo (se realiza por triplicado y se calcula la media), lo
que puede implicar una infraestimación de los efectos sistémicos del GSli ya que no
permite apreciar cambios que tienen lugar de modo muy transitorio, A pesar de ello, la
PAM si era medida de forma instantánea y sus cambios eran registrados a tiempo real;
no presentando cambios significativos.
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B) Efecto del glutation en animales no tratados con Hb
Los resultados expuestos muestran que el GSH administrado por vía venosa en
animales no tratados previamente con lib, provoca acciones diferentes dependiendo de
que sean animales sépticos o no. En el grupo no séptico, el GSli no producía ninguna
acción, ni a nivel sistémico ni regional. En cambio en los animales sépticos, el GSH
produce un leve incremento del flujo de la región esplácnica incrementándose los flujos
de la arteria mesentérica y de la vena porta. Las hipótesis que nuestro grupo propone
para justificar este hecho están de nuevo basadas en la existencia de reacciones de
transnitrosación:
1. En los animales sépticos el NO generado, además de hallarse en forma de nitratos y
nitritos vascularmente inactivos, también se halla en forma de RSNOs,
fundamentalmente en forma de nitrosoalbúmina y NO libre, El incremento de
grupos tiol circulantes hace que se produzcan reacciones de transnitrosación que
originan la formación de RSNOs de bajo peso molecular con actividad vasoactiva.
El GSH puede reaccionar con la nitrosoalbúmina y otros RSNOs formando GSNO
con actividad vasoactiva.
2. Otro mecanismo por el cual el GSli puede desempeñar esa acción es por su
capacidad como “captador y destructor” de peroxinitritos, especie química que
como ya se ha comentado previamente causa disfunción endotelial y vascular. Esta
disfunción endotelial mediada por los peroxinitritos de muestra en el hecho de que
los peroxinitritos reducen la habilidad de las células para movilizar el (2a~~ en
respuesta a vasodilatadores dependientes de endotelio, Probablemente la inhibición
de las vasorelajaciones dependientes de endotelio sean secundarios a los procesos
tóxicos mediados por los ONOO~ tales como la inhibición de pasos metabólicos,
movilización del calcio, alteraciones de las señales celulares y activación de la
PARS. Cuzocrea y colaboradores han demostrado directamente que el GSli ejerce
un papel protector frente a los cambios vasculares inducidos por ONOO’, ya que
éste mejoraba la respuesta a acetilcolina en animales que recibían peroxinitritos.
Puesto que la captación celular de GSli es limitada, parece que la neutralización
extracelular de peroxinitritos es el mecanismo que contribuye al efecto protector
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377observado
3. Estudios iii vitro revelan365 que el GSli potencia la vasorelajación inducida por
SNO-lib. Es posible que el incremento de formación de NO en la sepsis aumente las
concentraciones de SNO-Hb y se observe una potenciación de vasodilatación en la
sepsis comparada con una situación control.
4. El GSH potencia la acción vasorelajante de la SNO-Hb de una manera más efectiva
en condiciones de hipoxia, porque se favorece la conformación T que permite la
transferencia de NO. En la sepsis, donde la pO2 local tisular probablemente se halle
más baja que en condiciones de normalidad, la liberación de NO por el cambio
confomiacional de la Hb puede estar potenciado haciendo que éste sea más
accesible para interaccionar con el GSH.
La disregulación de la distribución de flujo en la sepsis, además de producir
hipoxia tisular sobre los tejidos, genera frecuentemente fenómenos de reperfilsión
cuando los tejidos afectados por la hipoxia recuperan la vascularización, provocando
lesiones tisulares aún más graves que las de la hipoxia. Este mecanismo de lesión tisular
es el que ha llevado a muchos autores a contemplar la posibilidad de administrar
donadores de NO en determinados órganos, especialmente el tejido hepático, debido a
que el NO combate el efecto lesivo de muchos de los radicales libres generados en la
reperffisión y regula el tono vascular de los vasos que irrigan dichos órganos. El
mismo razonamiento podría aplicarse al efecto regional observado en nuestro
experimento ya que presumibleniente la acción del GSli a nivel regional en la sepsis, se
deba a la formación de GSNO, cuyo efecto vascular es comparable con el del NO
aunque más prolongado que éste, de tal forma que mejoraría el daño en órganos
deficientemente irrigados y por lo tanto sujetos a daño por fenómenos de isquemia-
reperfiisión. De acuerdo con los resultados obtenidos, el glutation podría tener efectos
beneficiosos en el proceso séptico por varios efectos:
• El GSH es capaz de incrementar el flujo de órganos deficientemente vascularizados
en animales sépticos, presumiblemente mediante la formación de OSNO, sin
potenciar el efecto hipotensor sistémico en la dosis estudiada. El GSli, como se ha
visto en los resultados aportados, atenúa el incremento de la resistencia vascular
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esplácnica atribuible a la sepsis.
• El GSH al ser una molécula con potencial reductor puede aminorar los efectos
oxidantes mediados por radicales libres y otras sustancias oxidantes que se liberan
por el stress oxidativo que genera la sepsis.
• Puede evitar el daño que produce el NO por formación de peroxinitritos en muchos
tejidos, incluido el endotelio, debido a que el GSli se comporta como un captador de
NO y ONOOX
Estos hipotéticos efectos benéficos del GSH esbozados a partir de los resultados
observados en nuestro experimento serán testados en próximos estudios en los que se
valorará específicamente la actividad de esta molécula.
A través del empleo de L-butionina-(S,R)-sulfoxamina (BSO), un inhibidor
especifico de y-glutamilcisteinasintetasa (enzima responsable del mantenimiento de la
síntesis de cisteina y que por lo tanto evita la depleción de grupos tiol), algunos autores
habían propuesto el posible papel del GSli endógeno como molécula protectora contra
el shock, especialmente con relación al daño multiorgánico378’T~’380’381’382”19383 Sin
embargo no hay resultados claros porque el BSO parecía exacerbar el daño por
isquemia reperflisión en algunos modelos experimentales384’385 y no en otros386. Estos
trabajos ponen de manifiesto la relevancia del GSli como molécula protectora en varios
órganos, pero no hacen referencia a la función que puede desempeñar como modulador
de la función vascular en el shock séptico. Recientemente otro grupo de investigadores
ha propuesto, al igual que nosotros, un posible efecto beneficioso del GSli para mejorar
el daño vascular generado por endotoxina354. Estos autores han testado el efecto de
BSO, sobre el fallo vascular inducido por peroxinitritos y shock endotóxico, Los
resultados obtenidos fueron que el BSO incrementa los efectos inducidos por los
peroxinitritos: supresión de la respiración mitocondrial, la formación de nitrotirosina, la
oxidación proteica, el daño en el DNA y la activación de la PARS. Sin embargo, el
GSli y un ester derivado, atenuaban estos efectos. Además, el GSH mejoraba el
empeoramiento de la respuesta contráctil a noradrenalina mediado por peroxinitritos, al
igual que las relajaciones dependientes de endotelio como la respuesta a acetilcolina.
Tanto la repercusión del BSO, como el efecto protector del GSli parecen indicar que la
251
DISCUSIÓN
presencia de grupos tiol, de alguna manera ejerce un efecto protector sobre las lesiones
mediadas por peroxinitritos.
Relevancia fisiológica de las reacciones de transnitrosación:
Expectativas de futuro
La confirmación de la existencia de reacciones de transnitrosación relacionadas
con en el metabolismo del NO puede tener repercusiones importantes en su actividad
biológica ya que la nitrosación de residuos de cisteina supone la pérdida de
funcionalidad de numerosas proteínas. Desde hace tiempo es conocido que la presencia
de grupos tiol in vitro previene la pérdida de flincionalidad de un gran número de
proteínas ya que permite el mantenimiento de los residuos de cisteina reducidos
esenciales para desarrollar su actividad, A lo largo de la historia se han realizado
intensos estudios de tipo genético, enzimático y químico que han dilucidado el papel de
los grupos tiol en la flincionalidad proteica en cuanto a efectos catalíticos,
mantenimiento de la estructura cuaternaria, señales de transducción y expresión genica.
Más recientemente se ha revelado el papel de estos grupos en cuanto a la
respuesta de su interacción con el NO y el 02. Becker y colaboradores3~ han
demostrado que se produce este tipo de interacciones en el enzima glutation reductasa.
Han comprobado que al ser expuesto este enzima a GSNO o al complejo dinitrosil-
diglutationil-hierro, el enzima era inactivado, Becker y colaboradores demuestran que el
sitio activo ditiol participa en una serie de oxidaciones y señalan que el posible
compuesto intermediario son los 5-nitrosotioles. Este es un ejemplo de reacciones de
transnitrosación comparable al demostrado por nuestro grupo con la lib donde hemos
podido comprobar que la presencia de grupos -SH del glutation hace que se reviertan
algunas de sus acciones.
Los estados inflamatorios se caracterizan por un estado de stress nitrosativo
generado por la existencia de una concentración de sustancias nitrosantes por encima
del umbral tolerable388, En estados de importante stress nitrosativo se producen excesivo
número de nitrosaciones, modificaciones covalentes de centros nucleofilicos: cisteinas
que generalmente resisten la reacción, núcleos aromáticos y aminas susceptibles al
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ataque. Estos sistemas pueden ser concomitantemente susceptibles al stress oxidativo,
esto se ve reflejado en el hecho de que se produce oxidación de grupos tiol a elevadas
concentraciones de sustancias nitrosantes389. En la actualidad, se desconocen aún qué
proteínas y en qué grado puede estar afectada su funcionalidad en patologías como la
sepsis. Sin duda, las consecuencias del stress nitrosativo y el modo de combatirlo será
objeto de numerosos estudios en los próximos años. Existen ya predicciones basadas en
un modelo con compuestos ditiol236 que sugiere que la existencia de tioles próximos,
evita los ataques nitrosativos mediados por NO (5-nitrosilación forman compuestos
inestables ya que se acelera la formación de disulfuros con pérdida del grupo NO). Esta
hipótesis coincide con el mecanismo que nosotros proponemos para explicar los
posibles efectos benéficos que puede mostrar el GSH ya que éste puede provocar
reacciones de transnitrosación generando GSNO, molécula inestable cuyo metabolismo
origina fundamentalmente G5S0357.
Las posibilidades que puede originar este tipo de señal biológica y la relevancia
de las modificaciones en la estructura y funcionalidad de las proteinas son amplísimas.
Sin duda, se abre un campo que permitirá realizar modificaciones con relevancia
terapéutica, especialmente en patologías como el shock séptico en la que el óxido nítrico
juega un papel fundamental como mediador.
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1.- En condiciones de sepsis, aumenta la formación de nitrosotioles.
2.- La concentración plasmática de nitrosotioles está en relación con la gravedad de la
sepsxs.
3.- La formación de peroxinitritos, originados mediante la reacción del radical
superóxido y NO, da lugar a daño celular en la sepsis, como se ha demostrado mediante
la detección de nitrotirosina en muestras de tejido de animales sépticos.
4.- La administración de hemoglobina se asocia con un efecto presor en la sepsis.
5.- La administración de hemoglobina se asocia con una disminución del daño mediado
por ONOO’ en la sepsis, como lo demuestra la presencia de menores cantidades de
1nitrotirosina en animales sépticos tratados con hemoglobina que en aquellos que no
reciben este tratamiento.
6.- El glutation produce vasodilatación en la sepsis, apoyando el concepto de la
existencia de reacciones de transnitrosación entre nitrosotioles circulantes y/o la
interacción del glutation con el NO libre.
7.- La administración de glutation revierte el efecto vasoconstrictor de la hemoglobina
sugiriendo la presencia de reacciones de transnitrosación in vivo.
8.- La interacción demostrada entre la hemoglobina y el glutation sugiere que el efecto
captador de NO por la hemoglobina sucede en estas condiciones experimentales
fundamentalmente en los grupos —Sil de los residuos de cisteina, y no, como
generalmente se acepta, en el grupo hemo.
9.- Puesto que el hematíe es rico en glutation, la interacción entre la hemoglobina y el
glutation ayuda a explicar además, la ausencia de efecto vasoconstrictor de la
hemoglobina intraeritrocitaria.
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